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abreviatures

AlT:
Ala:
Arg:
APC:
Asn:
Asp:
ATER:
B2M:

CAl:
CEMB:
CML:
DNA:
EGF:

GAPDH:

GASé6:

Gla:
Gln:
Glu:
H,0d:
ICTUS:

Ile:
IAM:
IVS:

Kb, pb:

LLAC:
Leu:
LD:
LDL:
Lys:
Met:
MRNA:
OR:

ABREVIATURES i SIMBOLS

Adenina

Accident isquémic transitori (en anglés TIA)

Alanina (A)

Arginina (R)

Proteina C activada

Asparragina (N)

Acid aspartic (D)

Ictus isquemic d’origen aterosclerotic

B2-microglobulina

Citosina

Cardiopatia isquémica

Ictus isquémic d’origen cardioembolic

Cél-lules musculars llises

Acid desoxirribonucleic

(de ’anglés Epidermal Growth Factor) Factor de creixement epidérmic
Guanina

Gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasa.

(de U'anglés growth arrest specific gene 6) Gen especific d’aturada del creixement
6

Acid y-carboxiglutamic

Glutamina (Q)

Acid glutamic (E)

Aigua destil-lada

(del llati, ‘atac greu’) Accident cerebrovascular

Ictus hemorragic

Isoleucina (1)

Infart agut de miocardi

(de ’angleés Intervening Sequence) Seqiiéncia entre els exons
Kilobase, parells de bases

Ictus isquémic llacunar

Leucina (L)

(de ’anglés Linkage Disequilibrium) Desequilibri de lligament
(de 'anglés Low Density Lipoproteins) Lipoproteines de baixa densitat
Lisina (K)

Metionina (M)

RNA missatger

(de ’anglés Odds ratio) Raons de probabilitat

(de ’anglés p-value) Valor de probabilitat d’error o,



abreviatures

PC:
PCR:
Phe:
PIP,:
PIP5:
PLC:
PROS1:
PROZ:
PS:
PZ:
RNA:
RTK:
Ser:
SHBG:

SNP:
Splicing:
SSCP:

TAM:
TF:
Thr:
Tm:
TSR:
UTR:
VKOR:
VSMC:

Proteina C

(de ’anglés Polymerase Chain Reaction) Reaccioé en cadena de la polimerasa
Fenilalanina (F)

Fosfatidil inositol-4,5-bifosfat

Fosfatidil inositol-1,4,5-trifosfat

Fosfolipasa C

Gen de la PS

Gen de la PZ

Proteina S

Proteina Z

Acid ribonucleic

Receptor Tirosina Quinasa

Serina (S)

(de U’anglés Steroid Hormone Binding Globulin) Regi6 globulina d’unié a hormones
esteroidees

(de ’anglés Single Nucleotide Polymorphism) Polimorfisme d’un sol nucleotid
Paraula anglesa comunment utilitzada per descriure U’efecte d’entollar.

(de Uanglés Single Strand Conformation Polymorphism) Polimorfisme de
conformacio6 de la cadena senzilla

Timina

Receptors TYRO3, AXL i MERTK

(de U'angleés tissue factor) Factor tissular

Treonina (T)

(de ’anglés melting temperature) Temperatura de fusio

(de ’anglés Trombin sensitive region) Regio sensible a la trombina

(de ’anglés Untranslated region) Regid no traduida pero transcrita

Vitamina K epoxid reductasa

(de U’angles Vascular Smooth Muscle Cells) Cel-lules musculars llises de la
vasculatura

Codo de finalitzacio de la traduccio (STOP)

Prova estadistica Chi quadrat
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presentacio

El treball que es presenta a continuacid és una contribucio als estudis de diversitat del
genoma huma mitjangant la caracteritzacié del gen GAS6 i I’analisi de la seva variacid
al-lelica i I’associacid a diferents malalties humanes i, més especificament, a la malaltia
aterotrombotica 1 I’accident cerebrovascular que son de les malalties més freqiients a la

societat occidental.

L’estudi també presenta una aproximacid filogenetica del gen GAS6 en diferents
espécies, aixi com una aproximacio amb altres proteines dependents de la vitamina K que

presenten una alta homologia de seqiiéncia.
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introduccio

El grup de Trombosi del CGMM de I'IRO-IDIBELL tradicionalment ha estat
treballant en I’estudi dels factors genetics de risc trombotic entre els quals son de destacar
els déficits hereditaris de les proteines anticoagulants, proteina C i proteina S.

D’aquesta manera, tenint en compte que la proteina Gas6 era estructuralment
semblant a la proteina S i que podia tenir alguna funcié en mecanismes que determinen
trombosi com son I’hemostasia i la inflamacid, es va decidir estudiar els aspectes genetics

del gen que codifica el Gas6.

La introduccié que es presenta a continuacio té la finalitat d’ubicar el gen GAS6 1 la
proteina que se’n deriva dins del context de la familia de proteines dependents de la
vitamina K, aixi com en I’ambit de les malalties on s’hi ha descrit una implicacio,
concretament en les malalties complexes on s’observa un augment en la proliferacio

cel-lular: aterotrombosi, nefritis cronica, artritis reumatoide, cancer, ...

13
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1.1. Proteines dependents de la vitamina K

Les proteines dependents de la vitamina K (FIGURA 1) son proteines caracteritzades
per la preséncia d’un domini Gla (acid y-carboxiglutamic) a la regi6 N-terminal.
Necessiten la vitamina K per catalitzar la transformacio dels residus d’acid glutamic
(Glu) a residus Gla (FIGURA 2). Els residus Gla d’aquestes proteines tenen una gran
afinitat per ions Ca>" i resulten essencials per la interaccid d’aquestes proteines amb les
membranes fosfolipidiques de les cel-lules activades que estaran carregades negativament

als llocs on hi ha hagut una lesid vascular (Bouchard et al. 1999).

FIGURA 1

Familia de proteines dependents de la vitamina K a [’hemostasia.

Factor il

Factor X

Factor ¥ o

Proteina : -?-;;mm e

Froteina 2 # domini sernblant a EGF

ool  Foromim & T mee

B :crina proteasa

‘ “ Froteina 5 «— domini globular de
la laminina
- 00w ot

En els vertebrats, poden ser dividides en dos grups: un primer grup de proteines esta
caracteritzat per la presencia de 3 o 5 residus Gla a la zona N-terminal i inclou la proteina
de teixit ossi (osteocalcina) i la proteina de la matriu amb domini Gla (MGP). Aquestes
proteines son requerides per la regulacio del creixement ossi i la calcificacid extradssia
(Furie et al. 1999). Les proteines de 1’altre grup estan implicades en la cascada de la
coagulaci6 (FIGURA 10, PAGINA 42)i també tenen un domini Gla amino terminal, que

¢s un modul proteic d’aproximadament 45 aminoacids amb uns 9 a 12 residus Gla.

En aquest treball ens centrarem principalment en les proteines del segon grup.

proteines dependents de la vitamina K 15
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1.1.1. Sintesi de les proteines dependents de la vitamina K

Les proteines dependents de la vitamina K son sintetitzades amb un peptid senyal a la
zona N-terminal, seguit d’un domini propeptid. El péptid senyal dirigeix la proteina cap
al reticle endoplasmatic on aquest peptid €s alliberat. El propeptid conté un lloc de
reconeixement per la iniciacido de la reaccié de y-glutamilcarboxilaci6 (FIGURA 2).
Aquesta reaccid es porta a terme a I’aparell de Golgi on el propeptid €s processat per
donar la proteina madura que conté el domini Gla en la porcidé N-terminal de la proteina
secretada. Les proteines dependents de la vitamina K pateixen una serie de modificacions
posttraduccionals comuns en totes elles: la y-carboxilaci6 de residus d’acid glutamic i la
B-hidroxilacié de residus Asn i Asp necessaris per desenvolupar les funcions que

correspon a aquestes proteines (Hansson et. al. 2005).

La capacitat d’uni6 dels dominis Gla amb les membranes cel-lulars és important tant
per accelerar les reaccions quimiques que condueixen a la coagulacio i formacid del tap
hemostatic com per facilitar-ne la regulacié mitjancant la seva localitzacio a les zones de

lesio tissular (McDonald et al. 1997).

FIGURA 2

y-carboxilacio de [’acid glutamic, (en vermell els enzims que actuen en aquesta reaccid).

CO2
"
NN T YN 4
H l )
i = T HO o
l Hoo © o

Ho o 9 carboxilasa
Acid glutamic ® : acid y-carboxiglutamic
Gla
(Glu) Wit K epoxidasa ( )

Membres d’aquesta classe de proteines Gla inclouen alguns dels factors (zimogens de
serina proteasa) responsables de la coagulacié de la sang: protrombina (o factor II), factor
VII, factor IX 1 factor X de la coagulacio; 1 els seus inhibidors 1 reguladors: Proteina Z
(PZ), Proteina C (PC) i Proteina S (PS) (FIGURA 1).

La darrera addici6 a aquesta familia de proteines és GAS6, un lligand per receptors

tirosina quinasa i que és la proteina codificada pel gen que hem estudiat en aquest treball.

proteines dependents de la vitamina K 16
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1.1.2. La Vitamina K

La vitamina K, anomenada aixi per koagulation (del danés), és un cofactor essencial
en la conversid posttraduccional dels residus d’acid glutamic a residus Gla durant la
biosintesi de proteines dependents de la vitamina K. Aquesta reaccid esta catalitzada per

I’enzim y-glutamil carboxilasa 1 té lloc a la llum del reticle endoplasmatic.

La majoria de les mutacions relacionades amb la trombosi venosa produeixen
deficiéncies en aquestes proteines dependents de vitamina K (PS, PC, protrombina) o en
els seus substrats (resisténcia a PC activada). El tractament d’aquestes malalties
trombotiques esta ben establert: consisteix en usar farmacs que imiten la vitamina K pero
que no tenen la seva activitat cofactora (farmacs cumarinics, com la warfarina i
I’acenocumarol (SINTROM® ¢és el nom comercial a 1’estat espanyol)). Aquests farmacs
inhibeixen la formacié de 1’acid y-carboxiglutamic mitjangant 1’accié sobre 1’enzim
vitamina K epoxid reductasa (VKOR) (Li et al. 2004) i redueixen 1’activitat de totes les
proteines dependents de la vitamina K (FIGURA 3). Tot i que aix0 afecta tant a proteines
procoagulants com anticoagulants, si la dosi s’ajusta correctament, I’efecte global és una

menor capacitat de coagular la sang, el que evita la formacio de nous trombes.

FIGURA 3

Cicle de la vitamina K i enzims que hi intervenen,(en vermell els farmacs inhibidors
de la reaccio).

Vitamina K reductasa
Vitamina K MADH MAD* oH  Mtamina KH,
o
R
B oH
& Acid Glutamic (Glu)
Vitamina K epoxid- Vitamina K epoxidasa
reductasa _':_"'TKDR:' C' o ~-glutamil carboxilasa
|: [ :ca:: . L
: R Acid y-carboxiglutamic
: © (Gla)
L Yitamina K epoxid
Warfarina :
Acenocumarol
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La identificacid i la caracteritzacio funcional de Gas6 ofereix la possibilitat que la
vitamina K jugui un paper fisiologic important, fins ara desconegut, en altres vies

metaboliques.

A continuacid s’exposen les principals caracteristiques de les proteines dependents de
la vitamina K més rellevants per aquesta tesi 1 els identificadors de les quals es poden

veure a la TAULA 1.

TAULA 1
Identificadors de les proteines dependents de la vitamina K.

Proteina  OMIM ID Proteina ID Gen RefSeq ID Entrez ID mRNA
Proteina S  #176880 NP_000304 PROS1 AY308744 2621 NM_000313
Proteina Z  #176895 NP_003882 PROZ AF440358 8858 NM_003891
Factor VII #227500 F7 AF466933 2155

Isoforma a NP_000122 NM_000131

Isoforma b NP_062562 NM_019616
Factor X #227600 NP_000495 F10 AF503510 2159 NM_000504
GAS6 #600441 NP_000811 GAS6 BK001240 2621 NM_000820

proteines dependents de la vitamina K 18
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1.1.3. El Factor VII

El factor VII, és una proteina dependent de la vitamina K codificada pel gen F7
(localitzat a la regié 13q34, FIGURA 5, PAGINA 25). Presenta dues cadenes, una de
pesada i una de lleugera que seran proteolitzades a la forma activa (FVIIa). El FVIIa esta
implicat en 1’activacio de la coagulacio a través de la via extrinseca (vegeu ’APARTAT
1.4.2.2., FIGURA 10) on hi juga un paper fonamental en la iniciaci6 del procés ates que

€s una serina proteasa constitutivament activa.

Els principals estudis realitzats per tal d’establir els factors de risc per la malaltia
arterial coronaria ofereixen resultats controvertits respecte al paper que juguen els nivells

plasmatics de factor VII, en I’origen de diferents malalties cardiovasculars (Grant 2003).

Uns nivells plasmatics augmentats de factor VII provocarien un estat
d’hipercoagulacié com a conseqiiéncia d’una excessiva activacié de la via extrinseca.
Aquest fet faria que quan hi hagués un estimul procoagulant a causa de 1’exposicio de
factor tissular al torrent sanguini com a conseqiiencia de la ruptura d’una placa
d’ateroma, es generés una reacci6 procoagulant descontrolada en aquesta zona. D’aquesta
manera es podria generar un trombe de gran mida que obturés 1’arteria i produis isquémia

(vegeu ’APARTAT 1.4.3.) (Grant 2003).

Pel que fa als factors genctics, fins al moment s’ha identificat un bon nombre de
polimorfismes al llarg del gen F'7 alguns al-lels dels quals estan associats amb variacions
dels nivells d’activitat del FVIla en plasma (Endler et al. 2003; Millar et al. 2000;
Sabater-Lleal et al. 2006). Les associacions d’aquests polimorfismes amb els nivells
plasmatics de factor VII serien la base per explicar les associacions dels seus al-lels amb
el risc de diferents malalties cardiovasculars, tot i que aquestes darreres estan menys

demostrades (Soria et al. 2005).

1.1.4. El Factor X

El factor X és també una proteina dependent de la vitamina K que esta codificada pel gen
F10 localitzat a la mateixa regié cromosomica que els gens GAS6 i PROZ i molt proxim
(a 2,8 Kb) al F7 (13q34)(FIGURA 5, PAGINA 25). Presenta dues cadenes (una de
pesada i una de lleugera) i s’activa a serina proteasa (FXa) mitjancant I’escissio d’un petit
peptid de la cadena pesada. La seva funci6 biologica és 1‘activacio de la protrombina a

trombina en el complex protrombinasa de la cascada de la coagulaci6 (vegeu ’APARTAT
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1.4.2.2., PAGINA 41). El FXa hidrolitza a receptors PAR i provoca la seva activacio
en diferents vies de senyalitzacié que produeixen un augment del calci intracel-lular amb
I’alliberament del factor tissular, de PAI-1, d’IL-6, d’IL-8 i d’0xid nitric; expressio d’E-
selectina, de 'ICAM-1, del VCAM-1 1 proliferacio cel-lular (Plescia et al. 1996).

Donades les diferents implicacions d’aquest factor en diferents vies s’ha estudiat bé el
gen 1 el cDNA dels quals s’han descrit moltes variants i1 defectes moleculars associats
amb els deficits del factor X, els quals provoquen problemes hemorragics per una

deficieéncia en la coagulaci6 (Millar et al. 2000).

1.1.5. La Proteina Z

La Proteina Z (PZ, OMIM#176895) és una proteina dependent de la vitamina K que
participa en el mecanisme de la coagulaci6 i que esta codificada pel gen PROZ, també
localitzat a la regié cromosomica 13q34 (FIGURA 5, PAGINA 25). La PZ té 396
aminoacids (360 aminoacids a la proteina madura secretada). Presenta una estructura molt
similar als factors VII, IX i X, perd al domini serina proteasa hi ha dues modificacions

d’aminoacids que inactiven el centre catalitic.

La PZ regula negativament la coagulaci6 potenciant la uni6 d’un determinat
inhibidor, anomenat inhibidor dependent de la PZ (ZPI), al factor X activat que €s inhibit
(Broze 2001). Aixi, teoricament, tenir els nivells alts de la PZ predisposaria a sagnar,
mentre que la deficiencia en la PZ predisposaria a la trombosi. De fet, la deficiéncia en la
PZ sembla tenir un paper important en la regulacié de la coagulacid atés que en ratolins
amb fenotip protrombotic (factor V Leiden) n’augmenta drasticament 1’efecte
protrombotic (Yin et al. 2000). No obstant, també s’ha descrit un efecte procoagulant de
la PZ (Kemkes-Matthes et al. 2002) i hi ha diferents estudis clinics que mostren resultats
contradictoris en l’associacio entre els nivells de PZ a la sang, fenotips trombdtics i
tendencia a sagnar (Kemkes-Matthes et al. 1995; Martinelli et al. 2005; McQuillan et al.
2003; Vasse et al. 2001). La preséncia de PZ a les lesions aterosclerotiques suggereix
també un paper en el desenvolupament de la patologia aterosclerotica (Greten et al.

1998).

Darrerament s’han realitzat una serie d’estudis cas-control en pacients amb isquémia
cerebral, en els que s’ha associat el polimorfisme de I’intr6 6 (c.573+79 G>A) amb els

nivells de la PZ al plasma (Lichy et al. 2004; Staton et al. 2005).
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1.1.6. La Proteina S

A causa de I’elevada similitud estructural que la Proteina S (PS) té amb la proteina
GASG6 (FIGURA 1), ¢és interessant introduir algunes caracteristiques d’aquesta proteina.
Igual que GASG6 1 a diferencia de les altres proteines dependents de la vitamina K de
I’hemostasia, a la regié C-terminal la PS no hi t¢ un domini amb activitat serina proteasa i

per tant, no realitza una funci catalitica.

La PS ¢és una glicoproteina plasmatica de cadena senzilla amb un pes molecular de 70
kDa 1 679 aminoacids (635 aminoacids, la PS madura). Al plasma huma un 60-70% de la
PS es troba unida a C4BP (proteina d’unio6 al regulador del complement C4b). La forma
lliure té activitat cofactora de la proteina C activada (APC) en la inactivacié dels factors
procoagulants FVa i FVIIa (Rezende et al. 2004) (vegeu ’APARTAT 1.4.2.3., PAGINA
43). La PS lliure també pot tenir una funci6 anticoagulant per ella mateixa, independent
de I’activitat de I’APC, a través de la uni6 directa als factors FXa 1 FVa i la seva inhibicio

directa sobre el FXa (Heeb et al. 1994). Tamb¢ s’uneix al factor [Xa i al factor VIlIa.

Quant a I’estructura, després del peptid senyal a la zona N-terminal, la PS presenta un
domini Gla amb 11 residus Gla, seguit d’una regi6 de 36 aminoacids que presenten dos
llocs amb seqiiéncies reconegudes com a dianes de tall per I’enzim trombina (TSR, de
I’anglés thrombine sensitive region) de la cascada de la coagulacid (He et al. 1997).
Després hi trobem quatre dominis semblants a EGF i1 una regi6 terminal SHBG (de
I’angles Steroid Hormone Binding Globulin) o domini G (globular). Les funcions
d’aquests dominis estan més explicades a 1’apartat de I’estructura de GAS6 (vegeu

I’APARTAT 1.2.2, PAGINA 23).

Aquest domini G a la PS conté el lloc d’uni6 a la proteina C4BP (Villoutreix et al.
1998) i un altre que pot unir-se al receptor tirosina quinasa especific (TYRO3) quan es
presenta en forma lliure al plasma (Stitt et al. 1995b). Aquesta regié també presenta un

lloc d’interaccio amb el factor V (Nyberg et al. 1998).

La sintesi de PS, com la majoria de factors dependents de la vitamina K, és
essencialment hepatica, tot i que també s’expressa en cél-lules endotelials, cel-lules de
Leydig 1 megacariocits (Fair et al. 1986; He et al. 1994; Schwarz et al. 1985; Stern et al.
1986).
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El mecanisme de regulacid de la sintesi de la PS encara no és clar, tot i que es creu
que hi podrien estar implicades algunes citoquines que augmentarien la seva expressio

(IL-6 1 IL-4) i el TNF, que sembla inhibir-la (Hooper et al. 1995; Smiley et al. 1997).

El gen de la PS, PROSI, esta localitzat a la regid centromerica del cromosoma 3
(3pl1.1-q11.2), ocupa 101 Kb de DNA genomic, esta estructurat en 15 exons i 14 introns
(Schmidel et al. 1990) i conté un promotor sense caixa TATA (Tatewaki et al. 2003).

El mRNA de PROSI té 3,5 Kb que corresponen a una regié 5'UTR (112 pb de I’exd
1), una regid codificant (des de I’extrem 3" de I’ex6 1 fins la zona 5” de 1’ex6 15) i una

regio 3" no codificant de 1.139 pb (Lundwall et al. 1986).

proteines dependents de la vitamina K 22



introduccio

1.2. GAS6 (growth arrested specific gene 6)

GAS6 (OMIM: 600441) és el gen central del nostre estudi i del qual n’hem analitzat

I’estructura genctica.

1.2.1. Identificacio de la proteina GAS6

La proteina GAS6 (Swiss-Prot: Q14393) va ser identificada 1 descrita inicialment en
linies cel-lulars NIH 3T3 (provinents d’un ratoli embrionari) com el producte d’un gen
I’expressio del qual, en linies cel-lulars, augmentava unes 30 vegades quan la c¢l-lula
estava en fase Gy del cicle cel-lular i era privada d’aliment. Aquesta proteina va ser

obtinguda a partir de I’aillament del seu cDNA (Manfioletti et al. 1993).

L’any 1995 es va descriure que la GAS6 ¢és un lligand dels receptors tirosina quinasa
TAM, que inclou els receptors TYRO3, AXL i MERTK (Ohashi et al. 1995; Varnum et
al. 1995).

Posteriorment, la proteina GAS6 va ésser identificada com un factor de creixement en
les cél-lules de Schwann humanes (Li et al. 1996). Quan s’hi afegia GAS6, els receptors
tirosina quinasa es fosforilaven i s’estimulava el creixement cel-lular. Aquests estudis van
suggerir la importancia de la GAS6, a més, com a factor neurotrofic necessari per a la

supervivéncia neuronal (Funakoshi et al. 2002).

1.2.2. Estructura de GAS6

La proteina humana presenta 678 aminoacids amb un pes molecular de 75kDa. La
proteina GAS6 conté, després del propeptid, un péptid senyal a la zona N-terminal, i a
continuacio, com totes les proteines dependents de la Vitamina K, t¢ un domini Gla a la
regi6 N-terminal amb 12 residus d’acid y-carboxiglutamic (FIGURA 4). Aquests residus
permetran la uni6 (mitjangant ponts d’ions Ca®") als fosfolipids carregats negativament de
membranes de cel-lules activades, i, per tant, la interaccid d’aquesta proteina amb les

membranes de les cel-lules que han estat lesionades (Huang et al. 2003).

Seguidament hi ha una petita regi6 (thumb loop) que conté una zona que a la PS és
sensible al tall per la trombina en dos llocs concrets amb la seqiliencia Leu-Arg-Ser 1 que
a la GAS6 aquests son substituits per Ile-GIn-Lys i Phe-Ala-Thr, el que provoca un canvi
conformacional que no permet ’atac proteolitic de la trombina ni 1’activitat anticoagulant

que té la PS.
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El segiient domini presenta 4 repeticions de motius semblants al factor de creixement
epidermic (EFG), cadascun amb 6 residus de cisteina que formen 3 ponts disulfur i una
regid consensus amb residus Asp i Asn que seran B-hidroxilats. Aquesta hidroxilacid
tindra un paper important en I’alta afinitat per la uni6 a ions Ca** (Handford et al. 1990) i
estara també involucrat en 1’alta afinitat de les interaccions proteina-proteina (Rebay et al.

1991).

FIGURA 4

Estructura de la proteina GAS6.
): TSR (regio NO sensible al tall per la trombina a GAS6)

Domini  “Thumb 4 dominis 2 dominis globulars

Gla loop” EGF
OO

Més cap a la regid carboxi-terminal la GAS6 presenta un parell de dominis semblants

als moduls globulars de la laminina G on s’hi ha identificat una regié d’uni6 a receptors
tirosina quinasa (RTK) (Fisher et al. 2005). Aquests dominis s’assemblen a la proteina
d’uni6 a hormones sexuals (SHBG) i als presents a altres proteines amb dominis G
(laminina A o I’agrina) que han estat descrits com a importants en la regulaci6 del
creixement 1 la diferenciacio cel-lular (Mark et al. 1996). Aquest domini G ¢és el
responsable de la unié de la molécula de GAS6 amb els RTK de la familia AXL o
receptors TAM (TYRO3, AXL i MERTK), la qual cosa ¢s afavorida per la interaccio del
domini Gla amb els fosfolipids de membrana (Sasaki et al. 2002).

El Calci (Ca™) és molt important en I’estructura conformacional i, probablement,en
I’activitat funcional de GAS6. Provoca un canvi conformacional de la regié amino-
terminal de la proteina, concretament al domini Gla, que permetra la interacciéo amb la
membrana de la cél'lula. Els ions Ca ** tindran també molta afinitat pels residus

hidroxilats de la regié EGF 1 afavoriran la interacci6 proteina-proteina.
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1.2.3. Identificacio del gen GAS6

El gen GAS6 (ID Entrez: 2621) va ésser localitzat al cromosoma 13, concretament a
la regid telomerica del brag llarg (13q34), (FIGURA 5), mitjangant FISH (hibridacio6 in
situ fluorescent) del cDNA de GAS6 marcat per “random priming” amb biotina 16-dUTP
1 hibridat en els cromosomes metafasics de cultius de limfocits (Saccone et al. 1995). En
aquesta mateixa regi6é també es localitzen els gens que codifiquen per altres proteines

dependents de la vitamina K com sén PROZ, F7 1 F10.

El ¢cDNA de GAS6 va ser inicialment identificat en cultius de ceél-lules de ratoli i,
posteriorment, es va aillar ’homoleg huma en ce¢l-lules HeLa el qual prediu una proteina
de 678 aminoacids amb un 81% d’identitat amb la proteina del ratoli (Manfioletti et al.

1993).

FIGURA 5
Localitzacié del gen GAS6 i d’altres gens que codifiquen per proteines dependents de
la vitamina K. (figura modificada de la base de dades del NCBI)
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1.2.4. Expressio de GAS6

La proteina GAS6 té un ample espectre d’expressiod en teixits 1 0rgans humans. Esta
present en altes concentracions al pulmd, moll de 1’os, fetge, intestins 1 endoteli. En
teixits de ratoli el mRNA de GAS6 s’ha trobat en grans quantitats a 1’estobmac, cor,
pulmd, ronyd, moll de I’os, cél-lules de Leydig i endoteli vascular (Manfioletti et al.

1993).

La proteina gas6 també s’ha trobat en altes concentracions al sistema nervios central
de la rata madura (Prieto et al. 1999) 1 en oligodendrocits humans fetals (Shankar et al.
2003). Tot 1 que alguns estudis indiquen que aquesta proteina es troba en quantitats
apreciables a les plaquetes de ratoli (Angelillo-Scherrer et al. 2001), d’altres no la

detecten en les dels humans (Balogh et al. 2005).

1.2.5. GAS6 com a lligand de receptors tirosina quinasa

L’any 1995 la proteina GAS6 va ésser identificada com a lligand del receptor AXL
(Varnum et al. 1995), tot i que també pot unir-se al TYRO3 i al MERTK 1 estimular-ne
I’autofosforilacié (Ohashi et al. 1995), amb el segiient ordre d’afinitats:

AXL > TYRO3 > MERTK (Nagata et al. 1996).

FIGURA 6
Estructura dels RTKs

Aixi doncs, la GAS6 ¢és un lligand dels receptors
tirosina quinasa TAM (TYRO3, AXL i MERTK, TAULA

N-term 2). La unié amb el receptor permet la dimeritzacié de les

molecules  d’aquest receptor 1 en  provoca

I’autofosforilaci6  dels dominis tirosina  quinasa
Dominis

Ig intracel-lulars, els quals tenen un paper molt important en

la transducci6é del senyal des del medi extracel-lular, i

Dominis lideren una serie de respostes com la proliferacio,

FN-1III

diferenciacid 1 supervivencia cel-lular (Crosier et al.

1997).

De moment no s’han descrit altres funcions de la

Domini ) ) )
tirosina proteina GAS6 fora de la seva interaccio com a lligand
q|1(|1|_|:]sa amb els RTK.

C-term
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1.2.5.1. Estructura dels receptors TK TAM

Aquesta subfamilia de receptors tenen en comu els dominis extracel-lulars: dos
dominis semblants a la Immunoglobulina (Ig) a la zona N terminal, dos repeticions de
dominis de fibronectina de tipus III (uns motius semblants als de les proteines de la
matriu extracel-lular i a les molécules d’adhesid de cél-lules neuronals), i un domini
tirosina quinasa intracel-lular (FIGURA 6). Aquesta arquitectura dels dominis
extracel-lulars també es troba en molécules d’adhesio cel-lular de la superfamilia de les
cadherines 1 les immunoglobulines. Aquests tipus de receptors poden ser bifuncionals ja
que poden actuar tant en I’adhesid cel-lular com en la transduccio del senyal. Per tant,
tenen un paper important en la interacci6 cél-lula-cel-lula o cél-lula-matriu a través dels
seus lligands, la PS 1 la GAS6 (Wimmel et al. 2001). No esta clar que la membrana a la
que s’uneix el domini Gla sigui la de la cel-lula que presenta el receptor. Pot ser una

cel-lula adjacent 1 aixi la proteina pot funcionar com a nexe d’uni6 entre dues cel-lules.

Aquests receptors de la GAS6 poden formar heterodimers i s’ha observat una

coexpressio en diferents teixits cel-lulars (Lu et al. 1999).

AXL s’expressa a la majoria de teixits, inclos en monocits 1 macrofags periférics 1 es
troba sobreexpressat en cel-lules de leucémia mieloide cronica (LMC) i1 leucémia
mieloide aguda (LMA) (Neubauer et al. 1994; O'Bryan et al. 1991); TYRO3 s’expressa
majoritariament en el cervell 1 es troba sobreexpressat en cultius de LMA 1 en el
carcinoma de c¢l-lules esofagiques escamoses (Ohashi et al. 1995; Wimmel et al. 2001).
S’ha observat que la Proteina S humana pot activar TYRO3 mentre que no presenta cap
activitat amb els altres receptors TAM (Stitt et al. 1995a). MERTK s’expressa en linies
cel-lulars neoplasiques de limfocits B 1 T perdo no en limfocits normals, fet que va
suggerir que podria ser un important protooncogen amb un paper en la transformacio
cel'lular (Graham et al. 1994). També s’expressa en cel-lules de sang periferica 1 en
cel-lules mononuclears, monocits i macrofags del moll de 1’os (Graham et al. 1995;
Nagata et al. 1996). S’ha descrit que el receptor MERTK participa en la fagocitosi dels
segments de les cel-lules apoptotiques epitelials pigmentades de la retina (vegeu

I’APARTAT 1.2.5.3., PAGINA 30)(Hall et al. 2005).

La uni6 del lligand als receptors AXL, MERTK i TYRO3 activa diferents vies de
transduccié de senyal, entre les que es destaquen la via de la fosfatidilinositol 3 fosfat

quinasa (PI3K) 1, més tard, de la proteina AKT (anteriorment rebia el nom de PKB, és a
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dir, proteina quinasa B) que activen la proliferacio cel-lular i I’antiapoptosi, 1 la via de la
PLCy que condueix a la migracio, quimiotaxi i adhesié cel-lulars (FIGURA 7, PAGINA
29). Els receptors TAM també son essencials pel manteniment nutricional de diferents
tipus cel-lulars de teixits madurs de mamifers com en els sistemes nervios, reproductiu i

immunologic (Lu et al. 1999).

TAULA 2
Identificadors dels receptors TAM
Receptor Sinonims OMIM ID proteina Gen Locus
AxI Ufo #109135 AXL 19g13.1
Isoforma 1 NP_068713
Isoforma 2 NP_001690
Tyro3 Sky, Rse,Tif  #600341 NP_006284 TYRO3 15g15.1-21.1
MerTK MER, c-mer #604705 NP_006334 MERTK 2qgi4.1
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1.2.5.2. Senyalitzacié cel-lular per la unid6 de la GAS6 als

receptors TAM

Quan la GAS6 s’uneix al receptor TAM es produeix la transfosforilacié de la cua
citoplasmatica d’aquest receptor 1 provoca el reclutament de p85-p110 (components del
complex enzimatic PI3K) que transformen els lipids fosfatidilinositol 3,4-bifosfat (PIP2)
a fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat (PIP3) que poden ésser reciclats per I’enzim PTEN
(FIGURA 7).

FIGURA 7

Via de transducci6 del senyal mediada pels receptors TAM
Les fletxes truncades indiquen “inhibicid” i les fletxes amb punta “activacio”.
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La interacci6 de PIP3 amb AKT (situat al citosol en conformaci6 estable) és a
través del domini PH, (de 1’anglés pleckstrin homology, amb homologia a la pleckstrina).
Aquesta unié produeix un canvi conformacional en la molécula i deixa lliures dos llocs
principals de fosforilaci6 (T306 1 S473). La fosforilacié d’aquests residus provocara els
diferents esdeveniments que condueixen cap a la inhibicié de 1’apoptosi i el creixement

cel-lular com sén la fosforilaci6 de Bad, 1’activacio de factors de transcripcid del tipus
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“forkhead” (FKHR), de p53 que detecta dany al DNA 1 del sistema NFxB (Goruppi et al.
1997a).

L’AKT pot activar la sintesi de I’enzim eNOS (oxid nitric sintasa endotelial) que
augmenta la sintesi de NO (0xid nitric), important per la regulacié homeostatica del
sistema vascular (Emanueli et al. 2004). L’activaciéo d’AKT tamb¢ provoca la fosforilacio
de la proteina MTOR que activa el creixement i proliferaci6 cel-lular i augmenta la sintesi

d’acids nucleics, aixi com de la p27 que inhibeix la proliferacio (Chen et al. 2002).

Dr’altra banda, els receptors d’aquesta familia TAM activen les vies segiients:

e  Via JAK-STAT: la fosforilacié del factor de transcripcio STAT3 permet que es
dimeritzi 1 es transloqui al nucli per provocar I’activacié de la diferenciaci6 i creixements
cellulars (Yanagita et al. 2001b).

e Via d’Erk: son cascades serina-treonina quinases que estan lligades a la
proliferacié cel-lular (Stenhoff et al. 2004).

e Viade les MAPK: I’activacio de la MAPK ¢€s un pas important per processos de
supervivencia 1 antiapoptosi (Lee et al. 1999).

e  Via PLCy: permet activar processos de migracio cel-lular (Todt et al. 2004).

D’aquests treballs es dedueix que la proteina GAS6 1 els seus receptors tenen
importancia en la regulacio de la homeostasi cel-lular dels teixits on s’expressen, entre

ells la paret vascular.

1.2.5.3. Altres funcions cel-lulars de GAS6

La GAS6 s’uneix a les membranes cel-lulars mitjangant la interaccié mediada per
ponts de Ca*" del domini Gla de 1’extrem N-terminal amb la fosfatidilserina i aquesta
uni6 en facilita la de la zona C-terminal del domini globular de la proteina GAS6 amb el

receptor (FIGURA 8).

Els 4 motius semblant a EGF contenen, cadascun d’ells, 6 cisteines que poden
contribuir a la interacci6 entre diferents proteines que tinguin una estructura de dominis
EGF. Aixi la GAS6 també podria actuar com un lligand divalent que funcioni com una

molecula d’adhesio (Stenflo et al. 2000); (Nakano et al. 1997).

També s’ha descrit que la GAS6 esta implicada en protegir les cel-lules d’entrar en
apoptosi mitjancant 1’activacio per fosforilaci6 d’AKT 1 una significant induccid

d’activitat MAP quinasa. La implicacié del receptor a la via de senyalitzacié per AKT va
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ser confirmada en ratolins deficients en AXL en els que en preséncia de la GAS6 no
s’observava cap efecte antiapoptotic. Aquests resultats indiquen que la via de
senyalitzaci6 GAS6-AKT té una important funcié en I’augment de la supervivéncia

cel-lular en condicions d’estres (Bellosta et al. 1997).

A més, la uni6 de GAS6 als fosfolipids de membrana de cél-lules activades i1
concretament a la fosfatidilserina (un fosfolipid situat a la capa interna de la membrana
cel-lular i que només ¢és exposada a I’exterior quan es produeix una lesid) és un marcador
fagocitari per a que els macrofags de classe A i B reconeguin les cél-lules apoptotiques i
les fagocitin. Els ratolins deficients en el receptor MERTK, mostren una menor capacitat
d’eliminacid de cél-lules apoptotiques per fagocitosi (Hall et al. 2005) 1, a més a més, la
MERTK participa en la fagocitosi dels segments de les cel-lules apoptotiques epitelials
pigmentades de la retina (RPE) senyalitzant-les perqué siguin reconegudes pels

macrofags (Hall et al. 2005; Hall et al. 2001).

Pel que fa a la Proteina S tamb¢ té la funci6 de marcador de les cel-lules apoptotiques
per dirigir-les cap als receptors de la PS (TYRO3) situats als macrofags (Anderson et al.
2003).

FIGURA 8
Interaccio de Gasé amb els RTK.

((fosfatidilserina; @ jons de Calci (Ca*)
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1.2.6. GAS6/AXL a l'endoteli vascular

La GAS6 i ’AXL son proteines expressades per les cel-lules endotelials, pericits 1
cel-lules musculars llises i la interaccio entre lligand i receptor esta relacionada amb la
migracio a través dels capil-lars sanguinis de leucocits durant la formacié de la neointima
en vasos lesionats (Melaragno et al. 1998). S ha descrit que aquesta uni6 GAS6-AXL té
propietats antiapoptotiques, de proliferacid i de quimiotaxi sobre cel-lules musculars

llises de la vasculatura (VSMC) (Nakano et al. 1996).

El fet de trobar expressio de la GAS6 en les cel-lules precursores de cel-lules T 1 en
monocits suggereix un potencial paper en [’activacid endotelial durant la resposta
inflamatoria inicial després de la lesid vascular. A part d’aixo, altes concentracions de
GASG6 inhibeixen 1’adhesi6 dels granulocits a ceél-lules endotelials i suggereixen un efecte
antiinflamatori a les cel-lules endotelials per la interacci6 GAS6-AXL (Avanzi et al.

1998).

En el model de ratolins deficients en ApoE, s’observa que tant la GAS6 com I’AXL
augmentaven la seva expressio de manera molt evident a la placa respecte la paret
vascular sana. La deficiéncia en GAS6, a més a més, afecta de manera directa a
I’arquitectura de la placa ateromatosa (Lutgens et al. 2000 1 altres dades no publicades).
Tot 1 que el nimero de macrofags i limfocits €és similar en animals aterosclerotics amb
GAS6 o sense, les cel-lules de la musculatura llisa migren d’'una manera desorganitzada
en els animals GAS6-/-. Sorprenentment, els parametres de divisio cel-lular i apoptosi no
estan modificats per I’abséncia de GAS6 1 suggereixen que el paper fonamental de la
GASG6 a la placa és de localitzacié correcta de les VSMC a la zona de la lesio. Aquestes
dades suggereixen que el paper sobre la migracid cel-lular és una funcid especifica

d’aquesta molécula ja que pot permetre 1’apropament de diferents proteines.
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1.3. Models animals de GAS6

1.3.1. Model d’aterotrombosi.

Els ratolins deficients en gas6 son viables, fértils 1 no mostren diferéncies en mida,
pes o comportament. No pateixen hemorragies ni trombosis espontanies (Angelillo-

Scherrer et al. 2001).

Aquests ratolins deficients en gas6 estan més protegits contra la trombosi venosa i
arterial induida 1 la formaci6 dels trombes és més lenta 1 no tan extensa com en els
ratolins normals. Aquesta resisténcia, no obstant, no esta donada per un augment de la
trombolisi. Amb la inducci6 de la trombosi mitjancant col-lagen / epinefrina hi ha una
disminuci6 de la producci6 de trombes i de la mortalitat (Angelillo-Scherrer et al. 2001).
També s’observa una agregacio plaquetar disminuida en els ratolins deficients quan s’hi

afegeix I’inductor de trombosi LPS.

Les analisis de factors de la coagulacié en aquests ratolins mostren que hi ha un
manteniment dels nivells de factors procoagulants, factor V, factor VIII i protrombina, un
augment del nombre de plaquetes circulants a causa, segurament, que no estan agregades,
1 un augment de fibrinogen. A més, es va observar que els anticossos antiGAS6 inhibien

la funcié plaquetar mitjangant un bloqueig de I’agregaci6 de les plaquetes.

L’expressio dels receptors de la gas6 en els ratolins deficients en gas6 no presenta
diferencies respecte els ratolins normals. Quan s’hi afegeix la proteina gas6 recombinant,

alguns d’aquests ratolins deficients recuperen el seu fenotip normal.

1.3.2. Model de nefropatia

Un grup japonés també va crear el ratoli deficient en el gen gas6 com a model de
nefritis nefrotoxica (NTN), malaltia que podia ser induida per la injeccid dels anticossos
anti-Thyl.1. La proteina gas6 havia estat descrita anteriorment com un potent inductor de
la proliferacid de les cel-lules mesangials del glomerul (Yanagita et al. 1999). A més,
quan s’administrava warfarina a aquests ratolins es bloquejava la via gas6/axl, i s’inhibia
la proliferaci6 de les cel-lules mesangials 1 1’acumulaci6 de les proteines de la matriu

extracel-lular.
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Aquests ratolins deficients en el gen gas6 no tenien quantitats detectables d’axl en
condicions normals, perd quan s’hi afegia I’inductor de la proliferacio, 1’expressio

d’aquest receptor augmentava significativament (Yanagita et al. 2001a).

A banda d’aix0, malgrat que aquest model no presentava cap anomalia significativa,
s’observava que els ratolins deficients estaven menys afectats de glomerulonefritis
respecte als ratolins normals. El conjunt de proliferacié de cellules del glomérul,
I’esclerosi del glomérul 1 I’acumulacié de fibrina/fibrinogen havia disminuit després de la
induccid. D’aquesta manera, es pot atribuir a la proteina gas6 un important paper dins de

I’ambit de la progressid del dany renal cronic (Yanagita et al. 2002).

1.3.3. Model animal deficient pels receptors TAM

Han estat descrits diferents models animals deficients en els receptors TAM, anul-lant
un sol gen, dos o tots tres gens dels receptors. El ratoli deficient en algun dels 3 receptors
TAM (TYRO3, AXL o MERTK) ¢és viable 1 fértil, 1 no presenta importants defectes

anatomics.

Els ratolins deficients en el receptor TYRO3 (TYRO3 -/-) poden patir problemes en
el sistema nervios central a partir del sete¢ mes de vida ja que pateixen convulsions 1 la

paralisi d’alguna extremitat (Lu et al. 1999).

Els ratolins deficients en el receptor AXL (AXL-/-) presenten més apoptosi induida

per privacio d’aliment de fibroblasts (Bellosta et al. 1997).

Els ratolins deficients en el receptor MERTK (MerTK-/-) son cecs a causa d’una
completa degeneracid postnatal dels fotoreceptors (Scott et al. 2001). Presenten una
sensibilitat augmentada a un xoc endotoxic (Camenisch et al. 1999) a causa d’una pérdua
de la capacitat d’eliminar les cel-lules apoptotiques, tenen la melsa dos cops augmentada

de mida i son propensos a patir autoimmunitat (Cohen et al. 2002; Scott et al. 2001).

Quan son dos els receptors que s’eliminen, en aquests ratolins (TYRO3 -/- 1 Axl-/-; o
Tyro3 -/- 1 MerTK -/-; o Axl -/- 1 MerTK -/-) s’hi observen uns fenotips més pronunciats
que en els mutants d’un sol receptor pero son fértils, el que permet generar ratolins triple

mutants (sense cap dels 3 receptors).

Els ratolins triple mutants (Tyro3-/-, Axl-/- 1 MerTK-/-) o TAM -/- sén viables pero
infertils 1 amb alguna anomalia neurologica i deficit psicologic. Aquests ratolins

presenten uns processos exacerbats d’autoimmunitat 1 hiperreactivitat de les c¢l-lules
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immunes provocat per la manca d’un mecanisme regulador de la resposta immunologica
(Lu et al 2001). Sén processos d’autoimmunitat molt semblants als observats en malalties
autoimmunologiques en humans. La melsa dels ratolins deficients és plena de cel-lules
apoptotiques que 1’engrosseix a causa, segurament, d’un desajustament en les poblacions
de limfocits que expressen els tres receptors causat possiblement per la incapacitat

d’eliminacid de les cel-lules apoptotiques (Graham et al. 1994).

A més a més, en aquests ratolins TAM -/- , I’espermatogenesi esta truncada perque hi
ha una pertorbacio als tubs seminifers a causa de ’apoptosi de les cél-lules de Sertoli als
tubs seminifers. Els receptors TAM son normalment expressats per les cel-lules de Sertoli
durant el desenvolupament postnatal mentre que els seus lligands (la PS i el GAS6) son
expressats per les cel-lules de Leydig abans de la maduresa sexual i1 per les de Sertoli,

després (Lu et al. 2001).

Pel que fa a les plaquetes, el bloqueig o la inactivacié al menys d’un dels receptors
TAM ¢és suficient per inhibir I’agregacid 1 degranulacié plaquetars (Gould et al. 2005) i
quan se’ls indueix la trombosi presenten uns trombes més petits de mida i pes que els
ratolins normals, perd no desenvolupen hemorragies (Angelillo-Scherrer et al. 2001;
Chen et al. 2004a). Aquests ratolins deficients en alguns dels receptors presenten també
una disminuci6 de la estabilitzacio dels trombes encara que no prevé 1’agregacio

plaquetar inicial (Angelillo-Scherrer et al. 2005; Saller et al. 2006).
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1.4. LA PATOLOGIA VASCULAR COM MALALTIA
COMPLEXA

1.4.1. MALALTIES COMPLEXES

Les malalties comunes humanes tenen una elevada prevalenca a la poblacié general.
Tot 1 que es coneix que tenen una base genética important, els gens que hi intervenen
acostumen a tenir efectes més o menys lleus. La complexitat d’aquestes patologies és
deguda, d’una banda, a I’heterogeneitat genética, €s a dir, hi ha multiples gens implicats,
cadascun dels quals no és ni necessari ni suficient per provocar la malaltia (malaltia
poligénica); 1 de I’altra, a la interacci6 amb factors ambientals (malaltia multifactorial)

(FIGURA 9).

La GAS6 ¢és una proteina que ha estat implicada en moltes malalties complexes a
causa de les seves propietats: malaltia cardiovascular, artritis reumatoide, cancer, nefritis
cronica, entre d’altres (Angelillo-Scherrer et al. 2005; Munoz et al. 2004; O'Donnell et al.
1999; Sun et al. 2003; Yanagita et al. 2002).

Les malalties estudiades en aquesta tesi son complexes i poden compartir mecanismes

patogenics comuns (malaltia aterosclerotica i trombosi) (Cambien et al. 2005).

Els mecanismes que participen en la inflamacid, la trombosi i les malalties
aterotrombotiques, en general, son reaccions en cadena en les que hi intervenen un bon
nombre de proteines en diferents mecanismes o xarxes metaboliques, ’activitat de les
quals pot presentar variacions si els gens que les codifiquen presenten polimorfismes que
afecten a la seva expressio o funcid. Les diferéncies d’activitat podrien determinar la

susceptibilitat individual a patir les diferents malalties.

FIGURA 9
Caracteristiques de les malalties complexes.
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1.4.2. L'HEMOSTASIA i la TROMBOSI

Tots els mecanismes de I’hemostasia tenen com a finalitat preservar la integritat dels

vasos segellant qualsevol trencament que pugui aparéixer.

Quan es produeix el trencament d’un vas, s’activen un conjunt de cel-lules i1 proteines
que la sang transporta que interaccionen amb la paret lesionada. Aquests elements
activats provoquen que la sang s’espesseixi en aquest punt convertint la sang en una
substancia més solida (coagul) que es diposita al voltant de la zona lesionada actuant com

tap (tap hemostatic) (Mann et al. 1988).

Si es produeix una fissura o una alteracid rugosa de la part interna de la paret, es
desencadenen els mateixos mecanismes i es produeix un coagul a dins del vas, 1 no

només al voltant del vas (generacié del trombe) (Kalafatis et al. 1997).

Els mecanismes de 1’hemostasia eviten una perdua excessiva de sang en situacions
d’una lesid vascular i inicien els mecanismes de reparacio de la zona lesionada; el resultat
¢s un fi balang entre coagulacid, inhibicid de la coagulaci6 i fibrindlisi. En el cas que es
produeixi una desregulacié d’aquest procés es pot generar un procés trombotic, €s a dir,
el creixement d’un trombe estable que pot obstruir els vasos sanguinis. L’equilibri 1 la
modulacid reciproca entre aquests tres processos €s fonamental pel bon funcionament de

I’hemostasi implicant:

o La formacio rapida d’un coagul a la zona lesionada.
. La limitacid de I’extensid del coagul només a la zona afectada per la lesio.

. La dissolucio del coagul un cop la lesio ha estat reparada.

1.4.2.1. L’hemostasia primaria

L’hemostasia primaria és la resposta inicial al trencament d’un vas sanguini per

I’exposici6 de la sang al teixit subendotelial.

Les plaquetes suporten una serie de reaccions com [’adhesio, 1’agregacio,
I’alliberament del contingut dels granuls i canvis morfologics que condueixen a la
formaciod del tap plaquetar. Aquest €és el mecanisme on la proteina GAS6 podria tenir una
importancia essencial, a través d’algunes de les seves funcions descrites; per exemple,
estimulant I’adhesio i1 agregacid plaquetars (Angelillo-Scherrer et al. 2001); (Angelillo-
Scherrer et al. 2005).
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e La primera reaccid que ocorre després de la lesio vascular €s un reflex nervios que
provoca la vasoconstriccid de la zona de la lesi6 i com a conseqiiencia dona una

disminucid local del flux sanguini.

e Un cop produida la lesid, la sang entra en contacte amb les parets del vas afectat 1
amb els teixits extravasculars, concretament amb els components col-lagenosos de la
membrana basal. D’aquesta manera s’activen les plaquetes i s’adhereixen a les
superficies danyades gracies a la interaccid de les mateixes amb els fosfolipids de
membrana carregats negativament; comenga el procés d’agregacid plaquetar 1
simultaniament, la coagulaci6 sanguinia. Normalment les plaquetes no s’adhereixen a
I’endoteli vascular intacte. Aixo és en part a causa de 1’acci6 de la PGI, (prostaglandina I,
o prostaciclina) que esta produida per les cél-lules endotelials i €s un potent inhibidor de

I’adhesi6 plaquetar.

e FEl factor de von Willebrand (VWF) que és un complex multiméric d’unitats
peptidiques s’expressa 1 s’uneix a les plaquetes 1 al subendoteli, el que permet localitzar
s’uneixen directament al col-lagen exposat de les membranes basals i de I’interstici

vascular d’aquestes zones lesionades (Beguin et al. 1999).

e [’agregacio plaquetar és induida pel fibrinogen mitjancgant la unio6 al receptor de
les plaquetes, GP IIb-IIla. Les plaquetes que circulen en forma discoidal canvien la seva

morfologia i esdevenen circulars amb pseudopodes (White et al. 1978).

e Les plaquetes produeixen tromboxa A2 i acid araquidonic, i alliberen ADP que
potencien 1’agregacio fins que es forma el tap plaquetar, amb les membranes de les
plaquetes carregades negativament, i s’inicia la via intrinseca de la coagulacié que porta a

la formacio de fibrina que formara una xarxa que estabilitzara el trombe (Holmsen 1994).
Aquests diferents processos donen lloc a la formacio del "tap plaquetar”.

Quan s’altera I’hemostasia primaria (davant un traumatisme o de vegades, de manera
espontania) apareixen hemorragies immediates i més duradores del que és normal (Davie

etal. 1991; Furie et al. 1988).
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1.4.2.2. La coagulacié

Un cop s’ha produit una ferida que ha provocat el trencament de vasos sanguinis
petits, I’hemorragia s’atura per la formacié del tap plaquetar primari i 1’activacié del
sistema de la coagulacid que és una cascada de reaccions enllagades que tenen com a
finalitat que un zimogen es converteixi en una serina proteasa activa que catalitza la
transicid a proteasa del segiient precursor/zimogen en la cascada. Aquestes reaccions
permeten la generacid de trombina i la formacié de la xarxa de fibrina (Dahlback 2000;

Dahlback et al. 2005; Mann et al. 1993).

L’exposici6 del factor tissular (TF, de I’angles fissue factor, que és una glicoproteina
present a la membrana) a la sang fa que una part del FVII de la sang s’activi (FVIla) i
s’uneixi al TF, la qual cosa provoca la iniciaci6 de la coagulacid. El complex estable
FVIIa-TF permet activar el factor IX (FIX) i el factor X (FX) circulants en FIXa 1 FXa,

els quals amplifiquen el sistema amb 1’activacié més eficient del FVII.

El FXa i el seu cofactor FVa s’uneixen a les plaquetes activades per formar un
complex que permet activar eficientment la protrombina a trombina 1 la trombina permet

I’activacio del fibrinogen a fibrina.

El FV circulant pot ser activat majoritariament per la trombina generada pel procés.
La trombina tamb¢ activa el FVIII a FVIlla que és un important cofactor del FIX en el

complex que converteix el FX a FXa.

La trombina ¢és 1’enzim clau en la cascada de la coagulacié (FIGURA 10) ja que
permet amplificar la coagulacié activant el factor V (FV), factor VIII (FVIII), factor XI
(FXI) i factor XIII (FXII), aixi com també talla proteoliticament el fibrinogen en

monomers de fibrina que formaran la xarxa de fibrina que estabilitza el coagul.

Tots aquests processos son molt eficients a causa de les caracteristiques del domini
Gla que presenten la majoria d’aquestes proteines (vegeu I’APARTAT 1.1., PAGINA
15) el qual afavoreix la seva unié a les superficies fosfolipidiques de les cél-lules
endotelials 1 plaquetes activades, concentrant o localitzant les reaccions on s ha produit la

lesio.
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FIGURA 10
La cascada de la coagulacié i les seves vies d’inhibicid.

En VERMELL: via d’inhibicié del factor tissular (TF); en : via d’inhibicio de
’antitrombina Il (ATII); en BLAU: via d’inhibicio de la Proteina C activada (APC);
FL: fosfolipids.
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1.4.2.3. La inhibicié natural de la coagulacio

El procés de la coagulacié es troba controlat en [’organisme per mecanismes
anticoagulants. Actualment, se’n coneixen tres: el mecanisme de I’inhibidor de la via del
factor tissular (TFPI), el mecanisme de la proteina C-trombomodulina i el mecanisme de

I’antitrombina III (FIGURA 10).

El TFPI té tres dominis inhibidors serina proteasa repetits en tandem. Els dos primers
amb importancia funcional a la coagulacid, el primer domini s’uneix al complex factor
VIla-TF (préviament format), el segon permet la unié amb el factor Xa. Aquestes unions
inhibeixen les dues proteases i, per tant, s’impedeix que progressi la cascada de

coagulacié per aquesta via inicial.

El mecanisme de la proteina C- trombomodulina controla la cascada de la coagulacio

inhibint els cofactors de la mateixa. El receptor de la PC (EPCR, de I’angl¢s endothelial
protein C receptor) s‘unira a la PC i la direccionara cap al complex format per la
trombina i la trombomodulina (receptor de la trombina que es troba a les membranes de
cel-lules endotelials). Aquest correcte apropament de les proteines afavoreix la digestio
de la PC per part de la trombina. Com a conseqii¢ncia, s’hi allibera un peptid d’activacio
de 14 aminoacids i la forma activa de la proteina C (APC) unida a ’EPCR. Posteriorment
se separen I’EPCR i I’APC, i amb I’ajut de la Proteina S (vegeu PAGINA 21) com a
cofactor, I’APC ¢és capa¢ de segmentar les cadenes més pesades dels cofactors de la
coagulacié Va 1 VIlla i, en conseqiiéncia, inactivar-los, inhibint en darrer terme la

formacid de fibrina (Lu et al. 1996; Shen L 1994; Varadi et al. 1996).

El mecanisme de I’antitrombina IIT (ATIII) protegeix les parets vasculars contra la

formacio de coaguls ja que desenvolupa la seva accio inhibidora en la interfase sang-
paret vascular, zona on es generen molts enzims de la cascada de la coagulacio. L’ ATIII
¢s un inhibidor de proteases de la serina de la familia de les serpines que té un extrem N-
terminal carregat positivament que interaccionara amb els proteoglicans de sulfat
d’hepara generats per les cel-lules endotelials. Aquest fet li provoca canvis
conformacionals que 1’activen 1 que afavoreixen 1’aproximacié entre I’ATIII 1 els seus
enzims diana (factor Ila (o trombina), factor Xa, factor [Xa, factor Xla i factor XIla) i els
inhibeix a través de la interaccido d’una arginina del seu lloc reactiu C-terminal amb la

serina del lloc actiu d’aquestes proteases de serina (Bauer et al. 1991).
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1.4.2.4. La fibrinolisi

El procés de la fibrinolisi permet la dissolucié del coagul un cop la lesié vascular ha

estat reparada (Bauer et al. 1991; Gaffney PJ 1994).

N1 7

polimers de fibrina. Només quan s’ha unit a fibrina el plasminogen pot ser activat,
mitjangcant proteolisi, a plasmina pels seus activadors fisiologics, principalment
I’activador del plasminogen de tipus tissular (TPA). La plasmina és una proteasa de
serina que ¢s capa¢ de dissoldre la fibrina del coagul, 1 genera a partir d’aquesta uns
peptids solubles (PDf, producte de degradacié de la fibrina) que son capacos d’inhibir la
trombina (FIGURA 11).

Es necessari un control de la funcid fibrinolitica per tal d’evitar hemorragies a
I’organisme. Aquest control es dona basicament a través de 1’inhibidor tipus 1 de
I’activador del Plasminogen (PAI-1), de TAFI (de Danglés thrombin-activable
fibrinolysis inhibitor) 1 de I’antiplasmina o2 (FIGURA 11). El PAI-1 és un inhibidor de
serina proteasa (SERPINA) que inhibeix I’Uroquinasa i el TPA en formar un complex no
reversible amb ell; el TAFI no permet que el TPA s’uneixi a la fibrina 1 ’antiplasmina

a2, es difon molt lentament del plasma a I’interior dels coaguls, on inhibeix la plasmina.

FIGURA 11
Procés de la fibrinolisi i el seu control.
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1.4.3. L'ATEROSCLEROSI

L’aterosclerosi és un procés complex que afecta de forma selectiva el circuit arterial 1
resulta de I’accié combinada de factors genctics i ambientals. A 1’actualitat és la principal
causa de mort als paisos desenvolupats 1 també en molts que es troben en vies de
desenvolupament (Bonow et al. 2002). El terme aterosclerosi prové del grec atero=lipids
1 sclero=dur, 1 no s’ha de confondre amb arteriosclerosi (arterio=artéria).
L’arteriosclerosi és un terme més general que defineix totes les lesions que donen lloc a

un engruiximent de la paret vascular arterial.

L’aterosclerosi €s una lesio que es localitza en gran part dins de la capa intima de la
paret de D’arteria. En aquestes lesions hi ha diferents tipus de cel-lules, sobretot cel-lules
musculars llises procedents de la capa mitja i també s’hi pot trobar macromolécules,
acimuls de lipids 1 elements generats de la necrosi cel-lular de la lesi6 (Libby et al.

2002).

La formaci6 de la placa aterosclerotica es caracteritza per I’engruiximent de la paret
arterial que ocasionalment pot produir 1’oclusié de la llum del vas i impedeix el flux
sanguini cap als teixits, els quals sense el suficient subministrament d’oxigen 1 nutrients,
poden patir isquémia i una posterior necrosi. No obstant, s’assumeix que la majoria
d’esdeveniments vasculars aguts, com la cardiopatia isquémica 1 els accidents
cerebrovasculars, ocorren, precisament, en lesions poc oclusives, perd susceptibles de

ruptura 1 trombosi (Drouet 2002).

La malaltia aterosclerotica afecta principalment arteries de calibre mitja, com les
coronaries, les carotides, les renals, les bassilars, les cerebrals i 1’aorta. L’endoteli és la
capa de l’artéria que sembla tenir un paper més important en I’inici del procés
aterosclerotic. En condicions normals aquest epiteli té funcions de manteniment de
I’equilibri hemostatic, a més d’impedir la unié de plaquetes i leucocits a la paret del vas

(Watkins et al. 2006).

Quan es produeix una lesio, les plaquetes entren en contacte amb 1’endoteli lesionat,
s’activen 1 alliberen els granuls amb citoquines que permetran la posterior uni6 de

macrofags 1 limfocits 1 iniciaran la resposta inflamatoria.

L’endoteli vascular activat pot expressar diferents molécules (selectines, citoquines,
molécules d’adhesi6é 1 factors quimiotactics) que promouen la migracié6 de monocits a

I’espai subendotelial. La transformacié de monocits en macrofags i la captacio de LDL-
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oxidases per receptors depuradors presents a la superficie d’aquests comporta la formacio
de cel-lules escumoses, que ¢és la primera lesi6 identificable a la placa aterosclerotica. Si
continua I’estimul, es produeix ’acumulacié de macrofags, limfocits T i mastocits que
permeten la migraci6 de cél-lules musculars llises (VSMC) 1 aquestes afavoreixen un
augment de la produccid de la matriu extracel-lular 1, per tant, de la placa que esdevé més
fibrosa 1 més vulnerable (és a dir, susceptible a trencament i1 trombosi) (Choudhury et al.
2004). La zona necrotica de la placa és altament trombogenica pel seu elevat contingut en
factor tissular, i el contacte amb els elements sanguinis promou la formacié de la
trombina, ’activacido de les plaquetes 1 formacid de fibrina, principal constituent del
trombe plaquetar oclusiu, causant de la isquémia i necrosi de 1’0rgan o teixit afectat,

responsable dels sindromes clinics vasculars aguts (Ross 1999).

Durant les diferents fases de progrés de la placa aterotrombdtica hi ha una resposta
inflamatoria a diversos estimuls (tabaquisme, preséncia de radicals lliures, alteracions
metaboliques, infeccions per microorganismes, etc.) que provocaran [’activacio de
macrofags 1 de mecanismes apoptotics. Aquests factors de risc aterotrombotic poden ser
ambientals o amb un significant component heredable. Aquests darrers poden tenir
diferents /oci que determinen els nivells de diferents trets fenotipics en general (per
exemple, hipertensio, nivell de lipids, entre d’altres), i tenen una clara implicacié en la

formaci6 1 desenvolupament de la placa aterosclerotica (Lusis et al. 2004).

Si I’oclusié dels vasos a causa de la placa aterosclerdtica no és total provoca una
disminucié del flux sanguini que pot provocar 1’angina de pit en el cas de trombosi

coronaria lleu, o de AIT (accident isquémic transitori) en 1’accident cerebrovascular.
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1.4.4. LA CARDIOPATIA ISQUEMICA

Una de les malalties que n’hem analitzat la implicacié de la proteina GAS6 ¢és la
cardiopatia isquémica. Les malalties del cor i del sistema circulatori en general ocasionen
aproximadament la meitat de les defuncions que es produeixen als paisos europeus;
d’aquest grup de malalties, la cardiopatia isquémica ¢€s la causa fonamental de defuncio.
La cardiopatia isquémica comporta moltes morts prematures i, a més, ates que
’assisténcia de les malalties cardiovasculars és cara i prolongada, constitueix també una

gran carrega economica a Europa (Dep. Salut Publica Comissié Europea 2005).

La cardiopatia isquémica pertany al grup de malalties cardiovasculars d’origen
aterosclerotic 1 afecta a les artéries coronaries. Aquesta malaltia és la isqueémia del
miocardi, és a dir, la manca de subministrament d’oxigen a la musculatura del miocardi,
el que provoca la mort de les cel-lules 1, per tant, una part de I’organ deixa de funcionar.

Aix0 provoca una disminuci6 del flux sanguini a les artéries coronaries.

Les dues manifestacions cliniques principals de la cardiopatia isquémica soén I’infart
agut de miocardi i I’angina de pit. D’una banda, la manifestaci6 més greu de la
cardiopatia isquemica ¢és I’infart de miocardi que €s el nom que rep la necrosi aguda del
miocardi d’origen isquémic, generalment causada per I’obstruccié trombotica d’una
arteria coronaria. D’altra banda, el terme angina de pit designa un concepte clinic definit
per les sensacions de dolor, opressié o malestar toracic que es poden atribuir a una

isqueémia transitoria del miocardi ja que es resol en unes hores.

En aquesta tesi hem treballat amb mostres de DNA de pacients que havien patit un

infart agut de miocardi i una angina de pit.
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1.4.5. LA MALALTIA CEREBROVASCULAR

La malaltia on s’ha analitzat GAS6 més extensament ¢és la malaltia cerebrovascular. A
Catalunya, la malaltia vascular cerebral és la primera causa de mort en dones de més de
65 anys 1 en homes de més de 75 anys; també¢ €s la primera causa meédica d’invalidesa i la
segona de deméncia. Juntament amb el cancer i la cardiopatia isquémica €s una de les
malalties amb més prevalenga i morbimortalitat (Dept. Sanitat-Generalitat Catalunya

2005).

La malaltia cerebrovascular €s la interrupci6 del subministrament de sang a qualsevol
part del cervell, la qual cosa produeix un dany al teixit cerebral que en molts casos pot ser
irreversible atés que les cel-lules cerebrals poden morir. La interrupcid pot ser provocada

ja sigui per una hemorragia o per coaguls de sang al cervell.

La majoria dels accidents cerebrovasculars es deuen a les plaques aterosclerotiques o
als coaguls de sang que obstrueixen el flux sanguini (isquémia). Aquests casos son
aproximadament el 80% mentre que I’hemorragia al cervell que es presenta si es trenca

un vas sanguini o si hi ha una lesi¢ considerable representa el 20% restant (FIGURA 12).

Els accidents cerebrovasculars de tipus isquémic poden ser lleus o greus. L’atac
isquemic transitori (AIT) és un "mini accident cerebrovascular" provocat per una
interrupcio temporal (minuts o hores) del flux de sang cap a una zona del cervell que
produeix una breu i sobtada disminucié de les funcions cerebrals. Els simptomes es
resolen per complet en menys de 24 hores. Per exemple, un coagul sanguini pot

dissoldre's 1 permetre que la sang flueixi de nou de manera normal.

Si la interrupcio del flux sanguini es prolonga en el temps, pot causar una disminucio
de la funcio cerebral irreversible. Els simptomes varien segons l'area del cervell afectada i
poden incloure canvis en la visid, la parla o la comprensi6, vertigen, disminucié del
moviment o de la sensibilitat en una part del cos o canvis en el nivell de consciéncia.
L’accident cerebral irreversible s’anomena ICTUS i les cél-lules cerebrals de la zona
danyada moren (s'infarten) i es causa un dany permanent en aquella area del cervell i fins

1 tot la mort de I’individu.

Seguint el criteri de classificaci6 anomenat TOAST (Trial of Org 10172 in Acute Stroke
Treatment) (Adams et al. 1993) que permet agrupar 1’ictus isquémic segons les
caracteristiques cliniques 1 els resultats en estudis diagnostics, els accidents

cerebrovasculars de causa isquémica es poden agrupar segons 1’origen:
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v' aterotrombotic: és causat per la formacio de la placa aterotrombotica en algun

vas del cervell que queda obturat.

v' cardioembdlic: és una malaltia causada per un émbol que prové del cor i que

viatja fins quedar retingut en un vas del cervell.

v" llacunar: és un infart secundari que té una afectacid a algun petit vas, amb una

mida inferior a 15 mm.

v' d’origen desconegut: no es coneix la causa que ha produit I’ictus.

v' de causes rares: d’altres origens com poden ser el cancer, traumatismes, etc.

Els accidents cerebrovasculars de causa hemorragica intracranial es poden classificar

segons la topografia del sagnat en:

v' lobar: afecta als 1obuls del cerebel o als 1obuls frontals, parietal, temporal o

occipital del cervell.

v' profunda: localitzada al tronc cerebral, ganglis basals, capsula interna o nucli

dentat del cerebel.

v' cerebelar: no ha pogut ésser classificada perqué afectava a ambdues zones, les
regions lobars i les profundes i sense poder precissar la topografia inicial del

sagnat.

Una causa molt comuna d'un accident cerebrovascular €s l'aterosclerosi, en la qual
s'acumulen diposits de greix 1 plaquetes a la paret de les artéries formant plaques. Amb el
pas del temps, les plaques comencen a bloquejar lentament el flux de sang. La placa per si
mateixa pot bloquejar l'artéria prou per causar un accident cerebrovascular que, en aquest

cas és definiria com a aterotrombotic.

Una altra classificacid que es pot realitzar és 1’agrupacié de diferents subgrups que
comparteixen les causes fisiopatologiques de la malaltia, es pot agrupar els ictus
hemorragics profunds i ictus isquemics llacunars i/0 aterotrombotics (Fazekas et al. 1999,

Tanaka et al. 1999).

Amb freqiiéncia, la placa fa que la sang flueixi de manera anomala, la qual cosa
produeix un coagul sanguini que pot romandre al lloc de l'estrenyiment i impedir que la
sang circuli cap a totes les arteries més petites que irriga. Si ’accident s’ha produit per un

coagul que s’ha generat aprop de la zona cardiaca (el coagul que viatja s’anomena ¢mbol)
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1 aquest embol ha viatjat fins a una artéria de gran calibre rep el nom d’ictus d origen
cardioembolic. En altres casos, aquest coagul pot detenir-se en un vas més petit,

s’anomena ictus d origen llacunar.

Una segona causa important d'accident cerebrovascular és el vessament de sang al
cervell (accident cerebrovascular de tipus hemorragic) que pot ocorrer quan petits vasos
del cervell es debiliten i es trenquen. Algunes persones tenen defectes als vasos sanguinis
del cervell que fan que aixo sigui més probable. La variacio del flux de sang després de la
ruptura del vas sanguini fa malbé les cel-lules cerebrals i aixd produeix 1’accident

vascular cerebral per absencia de 1’oxigenacié d’aquesta zona.

Hi ha diferents factors ambientals de risc a patir la malaltia cerebrovascular. Entre
ells, el fet de tenir pressid sanguinia alta és un dels principals factors de risc que també
s'incrementa amb l'edat. Altres factors son els antecedents familiars de la malaltia, el

consum de tabac, la diabetis, el colesterol alt i la malaltia cardiaca.

Els diferents estudis genétics que s’ha realitzat fins al moment indiquen que hi ha
diversos factors genétics de susceptibilitat a patir la malaltia cerebrovascular, tot i que
encara no se n’ha caracteritzat a la majoria (Alberts et al. 2003). No obstant alguns gens

ja han estat involucrats en aquesta malaltia, PDE4D 1 ALOX5AP (Markus et al. 2006).

FIGURA 12

Classificacio dels accidents cerebrovasculars segons la classificacio TOAST.

Accident cerebrovascular

AIT ICTUS
[ |
1 ‘I .
ICTUS isquémic (80%b) ICTUS Hemorragic (20%)
| | |
Aterotrombdtic |Cardioembolisme L lacunar Intracranial Subaracnoidea
1
Causa Causes rares

indeterminada profunda lobular
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Els objectius del present treball han estat:

o Caracteritzar ’estructura del gen GASé.

o Comparar el gen GAS6 amb gens d’altres membres de la
familia de proteines dependents de la vitamina K.

o Identificar i caracteritzar variants polimorfiques a GAS6 en la
nostra poblacio.

o Estudiar la importancia fisiopatologica de la proteina GAS6
mitjancant l’estudi d’associacio entre polimorfismes del gen GAS6 i
diferents malalties en les que podria estar implicat, en especial la
malaltia aterotrombotica.

o Analitzar les conseqiiencies funcionals dels polimorfismes
identificats.
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3.1. EINES BIOINFORMATIQUES

Per iniciar els estudis d’aquesta tesi hem treballat des de la cerca (in silico) a les bases
de dades, on hi havia relativament poca informacid, fins al treball experimental al

laboratori per confirmar o caracteritzar les troballes realitzades.

3.1.1. Bases de dades

(Descripcid de les bases de dades usades) <
<> NCBI
GenBank

La base de dades de seqiiencies GenBank del National Center of Biotechnology
Information (NCBI) recull seqiiéncies de DNA de totes les fonts publiques disponibles.
Les seqiiéncies son enviades directament pels laboratoris o adquirides de les bases de
dades publiques internacionals, com son I’EMBL (European Molecular Biology
Laboratory) Nucleotide seqiience database i la DNA Database of Japan (DDBIJ) que
aporten seqiiencies humanes. Cada seqiiencia de DNA ¢és acompanyada de la seqiiéncia
de proteina que se’n deriva i d’informaci6 referent a la font de la seqiiéncia, publicacions,
localitzacié cromosomica i altres informacions rellevants proporcionades pel laboratori
que P’envia. La cerca es basa en paraules clau, pot fer-se servir per trobar totes les
seqiiencies disponibles d’interes (GenBank  Database Query  Form:
http://www2.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/query form.html). L’enviament de noves
seqiiéncies es fa omline amb el GenBank a través de la utilitat Banklt a
http://www.ncbi.nih.gov/Banklt/index.html. Aquesta base de dades ha estat utilitzada
per cercar-hi les seqiiencies del gen GAS6 huma per comparacié amb la del seu cDNA
(vegeu I’APARTAT 3.1.2.). Els gens gas6 de rata 1 ratoli varen identificar-se cercant a la
base Rat Genome Database (RGD, http://rgd.mcw.edu) 1 a la Celera Mouse Fragments
(http://cds.celera.com), respectivament. A més a més el nostre grup hi ha incorporat les
seqiiencies de GAS6 descrites durant el present treball, tant la del gen en conjunt

(BK 001240) com la dels corresponents exons identificats (AY256830-AY256843).

Celera Discovery System

. ‘—= CELERA DISCOVERY SYSTEM
El Celera Discovery System (CDS) és una base de |==/

dades de seqiiencies 1 dels SNP de diferents organismes
que quan es va iniciar aquesta tesi pertanyia a la companyia privada Celera Genomics (a

la qual I’Institut de Recerca Oncologica estava subscrit per accedir a la informacid sobre

eines bioinformatiques 59



materials i metodes

seqliencies). Era una plataforma de recerca integrada que permet 1’accés online a les
diferents dades biologiques disponibles, de diferents espeécies. Actualment aquesta
empresa esta fusionada amb altres empreses del sector i forma part de I’empresa Applera

Corporation.

dbSNP (de ’angles Single Nucleotide Polymorphism database)

Aquesta base de dades de  polimorfismes  (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/projectSNP) ¢és d’accés lliure i recull tots els polimorfismes descrits al genoma
huma 1 d’altres especies. En un principi només n’incloia els d’un sol canvi de nucleotid
pero actualment ja hi ha polimorfismes de repeticions, petites insercions-delecions i1
microsatel-lits, entre d’altres. Aquesta base de dades, a més de la situacid exacta del
polimorfisme dins del genoma, ens ofereix altres dades com I’heterozigozitat, les
freqiiencies al-leliques que presenta en les poblacions analitzades i els protocols per la
seva analisi. Els polimorfismes de GAS6 que han estat identificats en aquesta tesi s’han
introduit a la base 1 han rebut un nimero o identificador d’accés concret (vegeu
I’APARTAT 4.4.). A més, algunes de les variants del gen GAS6 que estan presents a la
base 1 que s’han considerat interessants, s’han analitzat per observar-ne la freqiiéncia a les
poblacions estudiades.

HAPMAP (base de dades d’haplotips) HepMaplp

Prn;le_n_l -

Aquesta base de dades (http://www.hapmap.org) ¢s un
projecte internacional que t€ com a objectiu desenvolupar un mapa dels haplotips del
genoma huma que descrigui els patrons comuns de la variacio de seqiiencies en el DNA
huma en diferents poblacions, per tal d’accelerar la recerca de possibles causes genétiques
en malalties humanes. Ofereix la possibilitat de veure el desequilibri de lligament entre
diferents SNP d’una mateixa regi6 cromosomica i permet visualitzar els principals blocs
d’haplotips aixi com els polimorfismes que els identifiquen (tagSNP). Les dades
obtingudes amb aquest projecte son publiques i poden ser utilitzades per qualsevol
investigador arreu del mon. L’is d’aquesta base de dades a final de I’any 2005 ens ha
permes coneixer quins SNP hi ha en una zona determinada, en 4 diferents poblacions 1 el

grau de LD entre els SNP de la base de dades.
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3.1.2. Analisi de seqléncies LAST

Basic Local Alighment Tools (BLAST)

Els programes BLAST es fan servir per cercar seqiiéncies a les bases de dades de
proteines 1 acids nucleics per similitud de seqliencia. Aquests programes comparen una
seqiiencia de proteina o DNA problema contra totes les seqiiéncies de la base de dades, en
qualsevol combinacid possible, inclosa la traduccid6 de DNA a proteina. Els programes
BLAST combinen velocitat i sensibilitat i el temps requerit per obtenir els resultats depén
de la seqiiencia 1 de la base de dades utilitzada per la cerca. Les noves versions del
programa soOn anomenades Gapped BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-
bin/BLAST) i admeten petites zones on la seqiiencia alineada pot ser interrompuda, i
d’aquesta manera es poden trobar amb més facilitat similituds de seqiiéncia alla on hi ha
petites insercions, delecions o errors de seqiiencia. Els resultats dels programes de
BLAST s6n presentats com una llista d’alineaments de més a menys identitat entre les
seqiiéncies trobades a la base de dades i la seqiiéncia problema enviada, a cadascun dels
quals se 1i assigna un valor E que indica el grau de identitat entre seqiiéncies. Les
segiients bases de dades del GenBank 1 de Celera van ser utilitzades en aquest treball amb
el Gapped BLAST: 1) “non—redundant” (o nr), la qual compila seqiiencies de DNA no
redundant o repetitiu. Es una base de dades de DNA genomic que comprén totes les
seqiiéncies conegudes, més o menys ordenades i localitzades, que fan referéncia al
genoma d’una determinada especie; 1 2) htgs (de D’angles human total genomic
sequences), que només té€ en compte per la cerca les seqiiéncies corresponents a 1’espécie

humana, encara que també hi inclou DNA redundant.

A més, diferents subprogrames poden ser usats contra diferents base de dades, com

per exemple:

o BLASTn: per comparar seqiiencies problema de nucleotids contra una base de

dades de DNA genomic i de mRNA.

o BLASTp: per comparar una seqiiéncia de proteina contra bases de dades de

proteines.

o BLASTX: per traduir una seqiiéncia problema de DNA a les sis possibles pautes

de lectura i les compara contra les bases de dades de proteines.
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La nostra cerca de les seqiiéncies relacionades amb el GAS6 1’hem realitzada
basicament amb la utilitat BLASTn per comparar les diferents seqiiéncies que
disposavem (els ¢cDNA de GAS6 d’huma (NM_000820), rata (NM_057100) i ratoli
(NM_019521) amb els DNA genomic no redundant (totes les seqiliencies que hi ha a les
bases de dades que contenen DNA no repetitiu). En huma, les bases consultades foren

GenBank i Celera Discovery System (vegeu I’APARTAT anterior).

Totes les seqiiencies objecte d’analisi han d’estar en format FASTA. Una seqii¢ncia

b

en format FASTA comenga amb el simbol ‘més gran que...” (“>”) i el text posterior
correspon a I’identificador o nom de la seqiiencia (“ID”). La resta de la linia és
descriptiva. Les linies posteriors corresponen a les seqiiéncies que han de ser analitzades,

representades pels codis estandards IUB/IUPAC per a aminoacids i1 nucleotids.

Les unions ex6-intrd varen ser identificades per la pérdua de la identitat de seqiiéncia
entre el cDNA 1 la seqiiéncia genomica consultada, 1 per la preseéncia dels llocs consensus
de splicing en aquestes regions flanquejants. Tots els resultats amb un valor de E<0,001

es van seleccionar per a la seva analisi més detallada.

Analisi de prediccio de seqiiencies de splicing

Les seqiiencies completes dels introns i1 exons més propers als polimorfismes
identificats a GAS6 varen ser sotmeses al programa SpliceView d’accés lliure online
(http://125.itba.mi.cnr.it/~webgene/wwwspliceview.html) que permet predir potencials
llocs acceptors o donadors de splicing 1 en dona uns determinats valors (score) per a cada

seqliencia que detecta com a susceptible.

D’aquesta manera, varen ésser sotmeses les seqiiéncies que contenien els dos al-lels
dels diferents polimorfismes. La comparaci6 dels valors (scores) obtinguts en analitzar les
seqiiencies normal i variant de cada polimorfisme ofereix una idea del seu possible efecte

sobre el procés de splicing.

Analisi de les seqiieéncies promotores

Per tal de veure si es podia predir alguna regié promotora en el nostre gen d’estudi,
GAS6, hem  utilitzat el programa  Promoter 2.0  Prediction  Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/Promoter/). També hem realitzat ’analisi amb el

programa FPROM de http://www.softberry.com que permet predir llocs potencials

eines bioinformatiques 62



materials i metodes

d’inici de la transcripcidé comparant la composicié de les seqiiéncies del nostre gen amb
les seqiiencies promotores consensus conegudes. En aquesta analisi, els valors negatius
indiquen que hi ha una elevada possibilitat que la seqiliéncia sigui una regié promotora.
En canvi, els valors positius indiquen que hi ha molta més possibilitat de trobar
seqiliencies promotores que difereixen molt de les seqiiéncies consensus i, per tant, poden

ser falsos positius.

Amb I’objectiu d’obtenir una analisi completa de la seqliéncia del gen GAS6 vam
realitzar una cerca online per situar les possibles seqiiencies promotores. Tenint en
compte que el gen GAS6 t€ una alta similitud amb el gen PROS! i que aquest gen no té
cap promotor amb la caixa TATA (Schmidel et al. 1990), ’hem analitzat amb el
programa  de  detecci6 de caixes TATA  (http://125.itba.mi.cnr.it/cgi-
bin/wwwHC_TATA.pl) per veure si tampoc hi ha caixes TATA amb alta probabilitat de
ser funcionals. També hem realitzat una analisi per predir-ne les regions riques en illes
CpG que son regions on poden situar-se les seqiiéncies promotores en gens amb caréncia
de caixa TATA. Les illes CpG son importants per la seva capacitat de ser metilades o
hipermetilades, i en general es troben en seqiieéncies amb una funcionalitat en la regulacié
de I’expressié genica (Robertson 2005). Amb aquesta finalitat s’han utilitzat els
programes CpGPlot (http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot/) i D’aplicaci6 Human
promoter mapping using CpG islands del Zhang’s Lab: Computacional Biology and
Bionformatics Laboratory (http://rulai.cshl.org/tools/CpG_promoter).

Analisi de seqiiencies repetides

Hem  utilitzat el  programa  RepeatView  (http://125.itba.mi.cnr.it/cgi-
bin/wwwrepeat.pl) per identificar possibles elements de seqiiencia repetits, no visibles a

simple vista en el gen GAS6.

MEGAC7T,

3 . 1 . 3 . Ané||S|s fI|OgenéthueS Molecular Evolutionary Genetics Analysis

Les analisis filogenetiques 1 d’evolucid molecular de les diferents seqiiencies de
GASG6 1 de les proteines dependents de la vitamina K han estat realitzades amb el
programa MEGA versiéo 3.1 (Kumar et al. 2004). Aquest programa que permet fer
alineaments de seqiiéncia inferint-hi els arbres filogenétics i que esta basat en

I’alineament CLUSTAL W, compara multiples seqiiencies de nucleodtids o de proteina i
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mostra el millor alineament possible. D’aquesta manera pot estimar valors de 1’evolucio

molecular de diferents seqiiencies i testar diferents hipotesis d’evolucio.
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3.2. Pacients i controls

Les mostres de DNA que vam utilitzar com a controls per posar a punt la técnica
d’amplificaci6 per PCR 1 les analisis posteriors mitjangant els SSCP dels diferents
fragments del GAS6, procedien del banc de DNA del nostre laboratori i havien estat
obtingudes al llarg dels anys de la sang d’individus anonimitzats que no havien patit cap

malaltia trombotica o relacionada amb malaltia vascular.

Grups inclosos en els estudis d’associacio:

Pels estudis d’associaci6 entre polimorfismes del gen GAS6 i les malalties analitzades
es va disposar del DNA 1 la informaci6 dels segiients grups de pacients i controls. En tots
els casos els procediments seguits foren aprovats pels comites ¢etics dels diferents centres
on s’obtingueren les mostres i s’obtingué per escrit el consentiment informat de casos i

controls.

1) Grup de pacients amb la malaltia aterotrombotica del departament de
neurologia de |’Hospital Virgen del Rocio de Sevilla. Dr. José Villar.

El grup de pacients consistia en 188 individus no relacionats que han sofert diferents
tipus de malaltia aterotrombotica, d’acord amb un criteri clinic 1 bioquimic ben definit per
I’hospital, en el que s’hi excloien pacients amb ictus embolic o hemorragic, demeéncia no
vascular, malalties psiquiatriques, neoplasia activa no cutania (excepte melanoma),
insuficiencia renal o proteinuria, hepatitis cronica, miopatia, malalties sistémiques o
metaboliques, embaras, alcoholisme 1 index de massa corporal superior a 40 (Munoz et al.
2004). D’aquests pacients 49 havien estat diagnosticats d’infart agut de miocardi, 68
d’angina de pit i 71 d’accident cerebrovascular aterotrombotic. La mitjana d’edat era de

63,5 anys amb una desviacio estandard de £10 anys.

El grup de controls consistia en 110 individus sans no emparentats, sense historia de

trombosis ni de malalties cardiovasculars i amb una edat similar a la dels pacients.

2) Grup de pacients amb ICTUS del departament d’ictus de [’Hospital

Clinic i Provincial de Barcelona. Dr. Angel Chamorro i Dr. Victor
Obach.

El grup de pacients consistia en 656 individus no familiarment relacionats que patien
de diferents tipus de malalties cerebrovasculars. Els pacients havien estat admesos a la

Unitat d’ictus abans de les 24 h de I’accident cerebrovascular. Un cop a la Unitat es van
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realitzar proves CT (tomografia computeritzada) 1 MRI (imatge de ressonancia
magnetica) del cervell per classificar-los com a pacients amb ictus isquémic o ictus
hemorragic (Chamorro et al. 2005)), essent els primers (ictus isquémics) a la vegada
classificats segons el criteri TOAST (Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment)
(Adams et al. 1993) (FIGURA 12, APARTAT 1.4.5., PAGINA 44) en: 457 individus
que havien sofert ictus isquémic i 199 amb hemorragia intracraneal. El grup control
estava basat en una poblaci6 que comprenia 150 individus sans no emparentats i sense
historia de trombosi o de malaltia cerebrovascular. Aquests controls sén de la mateixa
area geografica que els pacients 1, una meitat, han estat escollits per ser I’acompanyant del
pacient i Dl’altra, amb trucades de telefon a 1’atzar. A la TAULA 3 es descriuen les
principals caracteristiques d’aquestes poblacions. S’observa que en el grup de pacients hi
ha una major freqiiéncia dels diferents factors de risc.

TAULA 3

Caracteristiques del grup d’ICTUS de [’Hospital Clinic.
2:valor de P en pacients respecte controls.

Controls ICTUS

n (%) Isquemic  P? Hemorragic p?

150 457 199
Edat (mitjana + DE) 64,7+9,5 67,4+11,6 0,001 73,1+10,2  <0,001
Homes 75 (50) 199 (65) <0,001 110 (55) 0,26
Fumador habitual 28 (19) 181 (40) <0,001 47 (24) 0,009
Hipertensio arterial 36 (24) 288 (63) <0,001 125 (63) <0,001
Diabetes mellitus 13 (9) 132 (29) 0,001 43 (22) 0,01
Dislipidemia 24 (16) 121 (26) 0,03 25 (13) 0,24
Malalt‘ia‘ isquemica 7 (5) 63 (14) 0,44 17 (8) 0,81
coronaria

3) Grup de pacients joves amb ICTUS, del Stddtisches Klinikum
Ludwigshafen, Heidelberg, Alemanya. Dr. Christopher Lichy.

Ens van proporcionar mostres de DNA d’un grup de 176 pacients amb accident
cerebrovascular dels quals 126 van patir un ictus isquémic 1 50, AIT (accident isquémic
transitori). El grup control constava de 198 individus sans, que no havien patit cap
malaltia relacionada amb la patologia aterotrombotica. Tots els individus d’aquest estudi

son menors de 50 anys amb una mitjana d’edat de 35,4 £ 9 anys pels controls 1 de 40,1 +
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8 anys pels pacients. Els pacients presentaven una diferéncia estadisticament significativa
respecte els controls en els factors de risc ambientals ja coneguts (hipertensio arterial,
diabetis, alts nivells de colesterol, entre d’altres). A més, el grup de pacients té una

proporcid de dones (55%) superior al grup control (41%) (Lichy et al. 2004).

4) Grup de pacients tractats amb anticoagulants orals de la Divisio de
Medicina Interna i Cardiovascular del departament de Medicina Interna de
la Universitat de Peruggia, Italia. Dr. Paolo Gresele.

Hem realitzat un estudi cas-control en pacients tractats amb anticoagulants orals
(antivitamines K) dels quals uns (casos) han patit complicacions hemorragiques i els

altres (controls) no.

Els grup de pacients amb complicacions hemorragiques (65 individus) tenen una
mitjana d’edat de 70 £10 anys i el grup de pacients sense complicacions (51 individus) de
68 =10 anys (Castori et al. 2005). També¢ es va analitzar 15 mostres d’individus sans, no

tractats amb anticoagulants orals.

5) Grup de pacients amb un infart de miocardi del laboratori de Genetica

molecular de [’Institut de Investigacio Nefrologica (IRSIN-FRIAT) i Servei
de Cardiologia de [’'Hospital Central d’Asturies. Dr. Elicer Coto.

L’estudi s’ha realitzat en un grup de 137 homes que han patit un infart de miocardi
abans dels 50 anys (45 + 6 anys) que van ser recollits per la Unitat de Cardiologia de
I’Hospital Central d’Asturies. Els 147 controls eren homes sans (sense historia de malaltia
cardiovascular) donadors del banc de sang o personal de 1‘Hospital amb una edat mitjana

de 43 + 6 anys (Coto et al. 2003).

6) Grup de pacients amb nefropatia diabetica del departament de nefrologia
de [’Hospital Universitari de Bellvitge. Dr. Miquel Hueso.

Aquest grup consta de 95 pacients (56 % d’homes) que han patit nefropatia diabética
amb una mitjana d’edat de 64 + 11 anys. Els respectius controls corresponen a 95
individus diabetics pero sense nefropatia (63 % d’homes) amb una mitjana d’edat de 31,7

+ 10,9 anys que han estat seleccionats a la mateixa area geografica que els pacients.
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3.3. Meétodes d’extraccid d’acids nucleics

3.3.1. Extraccidé de DNA genomic

Quan fou necessaria I’extraccio del DNA gendmic es realitza a partir de limfocits de
sang periferica, utilitzant el metode d’extraccié salina descrit per Miller (Miller et al.).
Partint d’un minim de 5 ml de sang es realitza un rentat amb sérum fisiologic 1 s’obtingué
un precipitat de limfocits que son llisats per tal de permetre la sortida del DNA del nucli

cel-lular. Les proteines contaminants soén digerides amb proteinasa K i precipitades amb

sals.
Materials
v' Sérum fisiologic v" NaCl 5,5 M saturat
v' Tampo de lisi d’eritrocits (TLE) v" Cloroform
v' Tampo de lisi de leucocits (TLL) v' Etanol absolut i etanol al 70%
v' SDS (dodecil sulfat sodic) al 10% v TE (Tris/Edta) 10 mM/0,2 mM
v Solucié de proteinasa K (20 ng/ml)
TLE: TLL:
e 5mldeTris2 M (Sigma)apH 7,5 e 40 mlde NaCl (MERCK)5M
e 2,5ml de MgCl, (MERCK) 1 M e 4mldEDTAOQ5M
e 492,5 ml H,Od- MilliQ (Boeringher-Manheim)
e 2,5mldeTris 2 M (SIGMA) a pH 7,5
Procediment
e Posarde 5 a 15 mL de sang periférica en un tub de 50 mL.
e Afegir serum fisiologic fins a un volum de 50 mL.
e Centrifugar 10 min a 400 g ia 4°C.
e Decantar el sobrenedant, afegir TLE fins a un volum de 50 mL, agitar suaument i

centrifugar 15 min a 1100 g i a 4°C. Repetir aquest pas fins que el sobrenedant es vegi
net.

e Decantar el sobrenedant. Aquest precipitat de limfocits pot guardar-se a —20°C o -80°C.

e Afegir, depenent de la mida del pél-let, de 3 a 6 mL de la TLL, de 200 a 400 ul de SDS
10% i de 500 a 1000 ul de proteinasa K. Agitar amb vortex fins observar un aspecte
homogeni.

e Incubar a 37°C en agitacio durant tota la nit.

e Afegir 1 ml de NaCl 5,5M saturat. Agitar 15 s en vortex i centrifugar 15 min a 1100 g i
a4°C.

e Traspassar el sobrenedant a un tub net i centrifugar 15 min a 11000 g i a 4°C.

e Traspassar la fase superior a un tub net procurant no arrossegar les fases intermedia i
inferior. Afegir 2 volums d’etanol absolut i agitar amb cura fins a veure aparéixer un
precipitat de DNA.

e Agafar la ‘medusa’ amb una pipeta Pasteur de vidre estéril i eliminar 1’excés de sals
amb una suau immersié del DNA en etanol al 70%.

e Traspassar la medusa de DNA a un tub net amb 1 ml de TE.

e Resuspendre el DNA per agitacié a 37°C durant tota la nit. Afegir més TE en funcio6 de
la viscositat de la mostra. Un cop diluit convenientment el DNA, es determina la
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concentracio mitjancant la lectura, en un espectrofotometre, de I’absorbancia o densitat
optica (D.O.) de la mostra a una longitud d’ona de 260 i de 280 nm. La lectura de
I’absorbancia a 260 nm ens permet calcular la concentraci6 de DNA de doble cadena,
en mg/ml. Amb el valor obtingut es calcula la concentraci6 del DNA de doble cadena
aplicant la segiient formula:

e [DNA]=D.0.260 x factor de dilucio x (50 mg/ml DNA /1 D.0.260)
La lectura a 280 nm indica la concentracié de proteines i la relacio entre 1’absorbancia a
260 i 280 nm determina la puresa de la mostra. Es aconsellable treballar amb DNAs en
qué aquest quocient prengui valors entre 1,61 2,0.

e Dil'luir les mostres a 50 ng/ul com a solucio de treball.

3.3.2. Extraccio de DNA i RNA de teixit d’arteria coronaria

S’ha realitzat 1’extraccidé de DNA i RNA a partir d’artéries coronaries amb placa
aterosclerotica de pacients amb cardiopaties 1 d’artéries coronaries sense placa que havien
estat extretes d’individus que havien estat sotmesos a cirurgia per un trasplantament o
alguna intervencié no relacionada amb [D’arteriosclerosi. Aquestes extraccions s’han
realitzat utilitzant els protocols descrits pels kits d’extraccio de DNA (Wizard” Genomic
DNA Purification kit, Promega) i d’extraccié del mRNA total (RNeasy® Mini kit,
Qiagen).

Per I’extraccidé del RNA s’ha utilitzat un material fornejat durant tota la nit a 200°C
per evitar I’accio de les proteines RNases 1 s’han utilitzat puntes de pipeta amb filtre aixi

com unes micropipetes especifiques pel RNA.

La quantitat de mRNA extret d’artéria coronaria ha estat molt variable en funci6 de la
quantitat d’artéria inicial de la qual es disposava. En general disposavem de menys de 10
mg de teixit i hem aconseguit unes extraccions d’entre 0,5 1 2 ug de RNA total. Quan es
realitza ’extraccié a partir de 1’artéria aterosclerosada amb un gran contingut en placa

s’ha de vigilar no agafar el teixit muscular adjacent ja que la separacid no és evident.

Purificacio dels productes de PCR o RT-PCR

Per netejar els productes d’amplificacio obtinguts en les PCR de sals, encebadors i altres
components no desitjats, s’han utilitzat protocols dels kits comercials de neteja: QIAquick
PCR purification kit® de QIAGEN i el StrataPrep” PCR Purification Kit de Stratagene,
ambdos basats en 1’s de columnetes amb un polimer que reté el DNA, 1 que es poden
adaptar a la microcentrifuga per fer els rentats i elucions amb H,Od desionitzada.

Amb aquests dos sistemes es poden purificar fragments amplificats de DNA entre 0,1-10

Kb de mida.
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3.3.3. Quantificacié i determinaci6 de la quantitat dels acids
nucleics extrets (DNA i RNA)

Amb D’objectiu d’obtenir unes extraccions de DNA 1 RNA de qualitat idonia per ser
utilitzades posteriorment, hem establert un llindar de qualitat a partir de les absorbancies

obtingudes per cadascuna de les extraccions.

Aixi, considerem unes extraccions optimes per DNA les absorbancies de Axeo280= 1,7-2,1
1 Axon3z0= 2,0-3,0; en el cas de les extraccions de RNA, les absorbancies Asgongo al
voltant de 2,0-2,1. Si el valor és molt inferior ens pot estar indicant que hi ha moltes
proteines que poden interferir en reaccions posteriors. A la FIGURA 13 es pot observar

la imatge d’una carrera electroforética de 1’extraccié de RNA.

FIGURA 13

Carrera electroforetica (80 v 15 min) en gel d’agarosa (lliure de RNases) d’1 ul del
mRNA total extret d’artéries coronaries.

28s RNA
e 18sRNA
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3.4. Reaccid en cadena de la polimerasa (PCR)

L’amplificaci6 de DNA mitjangant la reacci6 en cadena de la polimerasa (PCR)
(Saiki et al. 1988) ¢s actualment un procediment basic al laboratori de biologia
molecular. Cada fragment que ha de ser amplificat per la PCR requereix una optimitzacio
individualitzada de la reaccié d’amplificacid. Independentment del disseny adequat dels
encebadors per cada fragment de DNA, la temperatura d’anellament, el numero de cicles
o la concentraci6 de reactius com el Mg®" sén factors importants que han estat tinguts en
compte. El DNA motlle que s’ha amplificat en aquest treball ha estat tant DNA genomic
com el cDNA obtingut per transcripcid inversa (APARTAT 3.9.1.); en alguns casos s’ha
realitzat ’amplificacio dels mateixos productes amplificats amb encebadors interns per

tal d’obtenir una major especificitat.

Pel que fa als reactius, existeixen molts productes comercials basats en diferents
formulacions dels tampons o solucions de polimerases termoestables, amb diferents
propietats. Tant ’enzim Taq DNA polimerase com la soluci6 tamponant (vegeu els
MATERIALS) utilitzats en aquest treball han estat de Roche Applied Science (Roche
Diagnostics). En referéncia als aparells utilitzats, s’ha disposat majoritariament dels
termocicladors GeneAmp 2400 1 9600 de Perkin Elmer i GeneAmp 9700 dual d’ Applied

Biosystems.

A continuacio es detalla un protocol general, amb modificacions en cada cas depenent

del segment de DNA que s’amplifica 1 de 1’aparell termociclador que s’hi utilitza.

Materials

Tamp6 de PCR 10x (100 mM Tris-HCI, 15 mM MgCl,, 500 mM KClI, pH 8,3)
dNTPs (dTTP, dATP, dCTP, dGTP) a [2 mM].

MgCl, (en cas que sigui necessari afegir-ne més) a [25 mM]
Oligonucleotids (encebadors de la reaccid o primers) 0,5 pl a [10 uM]

Taqg DNA polimerasa (5 U/ul)

AN N NN
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Procediment (vegeu la TAULA 5 per a condicions especifiques de cada fragment
amplificat)

e Preparacié de la barreja de reaccid. Afegir a un tub de 500 pul per a un volum
final de 20 pul:

v' 2 ul Tamp6 de PCR v' 0,5 ul Oligonucleotids

v 2 ul dNTPs (dTTP, dATP, dCTP, dGTP) v 0,1 ul Tag DNA polimerasa
a [2 mM]. v' Aigua destil-lada (H,0d) fins al

v X pl MgCl; (en cas que sigui necessari volum de 20 pl
afegir-ne més) a [25 mM] v" Mostra de DNA [50 ng]

. Agitar suaument i fer un pols de centrifuga.

. Col-locar el tub al termociclador on es produira la reaccié d’amplificacid i
programar l'aparell.

Disseny dels oligonucleotids encebadors

Els oligonucleotids, de cadena senzilla, utilitzats en les reaccions de PCR han estat
dissenyats de manera manual o en algun cas utilitzant algun programa informatic, com

1’0Oligo4.0, perd sempre comprovat després manualment, tenint en compte que:

e FEls oligonucledtids no poden ser complementaris entre ells, per evitar el seu
autoanellament. Aquesta precaucid ¢és critica a Dextrem 3’ on qualsevol
complementarietat pot conduir a la formacié de dimers dels oligonucleotids.

e (Cal intentar que no hi hagi una T(o una A) a ’extrem 3’ de I’oligonucleotid perque
aquest nucleotid és el menys discriminador i afavoreix alguns aparellaments erronis.
Per afavorir I’estabilitat de la unidé també és preferible que a I’extrem 3’ hi hagi les
bases C 0 G.

e Latemperatura d’anellament (Ta) dels dos oligonucleotids que s’utilitzen en una PCR

ha de ser aproximadament la mateixa.

A la TAULA 4 es descriuen els oligonucleotids utilitzats 1 a la TAULA 5 es descriuen
les condicions d’amplificacié dels fragments del GAS6 que han estat analitzats.A la
FIGURA 14 ¢s pot observar la distribucid dels oligonucleotids dissenyats al llarg de gen
GASG.

FIGURA 14
Distribucio al llarg del gen GAS6 dels diferents encebadors dissenyats.

12 34 3 4 7& %10 112 15 14 13
i FroF /FroF E3F/E3F: pal EGF/EGR, ESF/ESR E1ZF /E1ZR  E14F/E14R
W= E1.2F/E1-2R W E4F /B4R et PN et u LI | el el i

ESF/ESR  EFF/ERR ES-OF/ES-10R. . FI3F/EISR E1SF/EISR
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3.5. Sequenciacié del DNA

La determinaci6 de la seqiiéncia dels productes de PCR s’ha realitzat mitjancant la
seqlienciacidé automatica d’aquests, utilitzant seqlienciadors 1 metodologia d’Applied
Biosystems. Aquesta técnica es fonamenta en el meétode de Sanger o dels

dideoxinucleotids (Sanger et al. 1977).

Les reaccions de seqilienciacié tenen un format semblant a les de PCR, ja que també
es fonamenten en cicles de temperatura de desnaturalitzacid, anellament i extensio, i
utilitzen un enzim DNA polimerasa termoestable. No obstant, aquestes reaccions
inclouen dideoxinucleotids que actuen com a finalitzadors de I’extensio 1 només utilitzen
un encebador, la qual cosa implica 1’acumulaci6é del producte de forma lineal 1 no de
forma exponencial com a les PCR. Per les reaccions de seqiienciaci6 s’ha emprat el
reactiu comercial Big Dye™ Terminator Mix v3.1 (Applied Biosystems) que inclou
dideoxinucleotids marcats amb diferents fluoresceéncies. Els productes d’aquestes
reaccions han estat analitzats amb els seqiienciadors automatics ABI PRISM 377 i1 3100
(Applied Biosystems), utilitzant el programa d’analisi de seqiiéncies DNA Sequencing
Analysis Software v.5.1. 1 les seqiiéncies resultants han estat comparades amb la
seqiiéncia normal del GAS6 (BK 001240) usant el programa Sequencher™ (GeneCodes

Corporation).

En aquest treball la seqlienciaci6 s’ha utilitzat principalment com a part de la
metodologia per caracteritzar 1’estructura genica del GAS6 1 per identificar noves variants

d’aquest gen.

Materials

v Big Dye™ Terminator Mix v3.1 (Applied Biosystems)
v" Producte de PCR purificat (200 ng)
v Oligonucleotid encebador (10 uM)

Procediment

e Purificar el producte de PCR de la resta de components de la reaccio
d’amplificacié (dNTPs, oligonucleotids,...) utilitzant el sistema comercial
QIAquick PCR Purification kit®(QIAgen) segons les instruccions del fabricant.

e Preparacio de la barreja de reaccio. Afegir en un tub de 200 pl:

1 ul d’encebador a 10 uM
200 ng del producte de PCR
2 ul Big Dye v3.1

H,Od fins a 10 ul

ANANE NN
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v' Agitar molt suaument amb la ppipeta i centrifugar 3 s a 10000 g

e Col-locar el tub en el termociclador on es produira la reaccié de
seqlienciacid i programar:

30 cicles de: Desnaturalitzacio: 30 sa95o°C
Hibridacio: 30 sa500°C
Extensio: 2 min a 60 °C

Un cop finalitzada la reacci6 de seqiienciacio, el producte es purifica per gelfiltracio
en una columna de Sephadex G-50, que elimina els dideoxinucleotids fluorescents no

incorporats al producte:

Materials

Preparacié del Sephadex G-50:
v 30 g de Sephadex G-50
v 300 ml TE 10/1 (Tris 10 mM; EDTA 1 mM)

Agitar suaument durant 30 min a 65°C, canviar tres vegades la fase
superior per TE. La darrera vegada canviar per aigua destil-lada.

Tampo de carrega: 1:5 d'EDTA 50 mM pH 8,0 i formamida
desionitzada, respectivament.

Procediment

e Omplir una columna AUTOSEQ G-50 (Pharmacia) amb Sephadex G-50 en
TE. Col-locar la columna a dins un tub eppendorf de 1,5 ml.

e Centrifugar a 450 g durant un minut.

e Afegir 10 ul d'aigua destil-lada.

e Centrifugar a 450 g durant 1 min. Col-locar la columna en un tub nou de
1500 pl.

e Afegir els 10 pl de la reaccidé de seqiienciacid.

e Centrifugar a 450 g durant 1 min i recollir el sobrenedant en tub eppendorf
net.

e Liofilitzar la mostra al Speed-Vac. Guardar a -20°C fins que s’hagi
d'analitzar pel sequenciador.

e Resuspendre la mostra en 5 pul de tampd de carrega. Agitar.

e Desnaturalitzar a 98°C durant 2 min i deixar en gel. Carregar 2,5 ul de
mostra en un gel de poliacrilamida al 6%. Electroforesi a 30W durant 10-
12 h a I'aparell ABI 377.

Les dades son recollides i analitzades amb els programes especifics per a 1’analisi de
sequencies (DNA Sequencing Analysis Software v.5.1) d’ABI PRISM 377 o 3100
(Applied Biosystems).
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3.6. Electroforesi

L’electroforesi s’utilitza per separar moleécules amb carrega eléctrica en solucid. Es
basa en I’aprofitament del moviment que tenen les molécules carregades sota 1’accié d’un
camp electric 1 en el fet que la seva velocitat de migracid és proporcional a la seva
carrega 1 inversament proporcional a la seva mida. En aquest treball s’ha utilitzat
electroforesi en gels d’agarosa i d’acrilamida. Aquesta técnica s’ha usat amb una finalitat
generalment analitica, perd en alguns casos també per a fins preparatius, recuperant les

molecules extretes del gel.
3.6.1. Electroforesi en gels d’agarosa

L’electroforesi en gels d’agarosa s’ha emprat tant per la separacié de molecules de
DNA (mida de 70 pb fins a diverses Kb) com de RNA. S’han preparat gels a diferents
concentracions d’agarosa, que determinen la dimensio del porus del gel, depenent de la

mida de les molécules que es volen separar.

Materials
v TBE 10X: 900 mM Tris
720 mM acid boric
24 mM EDTA
4 Diluir 20 vegades amb aigua bidestil-lada per obtenir el TBE
0,5X.
v Tampd de carrega: 0,25% blau de bromofenol
40% sacarosa
v’ Marcador d’1Kb (INVITROGENE)

Procediment

¢ Pesar la quantitat d’agarosa necessaria.

e Dissoldre I'agarosa en TBE 0,5X, per escalfament.

e Abocar la solucié d’agarosa tebia (50°C) a sobre un motlle horitzontal i
col-locar una pinta en un extrem que servira de motlle per carregar les
mostres en el gel.

e Una vegada el gel esta solidificat, es retira la pinta i es submergeix el gel en
una cubeta d’electroforesi plena de TBE 0,5X.

o Afegir tampo de carrega a les mostres (proporcié 1:5; tampd: mostra).

e Carregar les mostres en els pouets del gel. En un dels pouets s’hi carrega el
marcador d'1Kb, el mateix volum que d’acids nucleics.

e Connectar la cubeta a una font de voltatge (70-110 v) i deixar que migrin
les mostres fins que el blau de bromofenol, contingut en el tampd de
carrega, indiqui que la separacio és adient.

e Tenyir el gel amb una solucié de bromur d’etidi a 0,5 pg/ml durant uns 15
min.

e Rentar el gel amb aigua per separar I’'excés de bromur d’etidi.

Visualitzar el DNA o RNA en un transil-luminador de llum ultraviolada.
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3.6.2. Purificacio de DNA a partir de gels d’agarosa

Els fragments de DNA resolts electroforéticament en gels d’agarosa poden ser
recuperats 1 purificats a partir del gel, per a poder ser utilitzats en aplicacions posteriors.
En primer lloc, es duu a terme ’electroforesi preparativa amb els DNA d’interés en un

gel d’agarosa 1 visualitzacio amb bromur d’etidi.

El DNA d’interes €s posteriorment purificat amb 1’ajuda del Agarose Gel Extraction
kit de Qiagen, basat en la utilitzacio de pols de silice que reté adsorbit el DNA en
presencia de sals caotropiques, 1 permet realitzar els rentats per endur-se les impureses
fins al pas final d’elucid. S’ha seguit basicament el protocol suggerit pel fabricant amb

alguna petita modificacio.

Materials

v QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen)

Procediment

e Realitzar I'electroforesi (70-90 v)

e Tallar el DNA (banda de DNA d’interés) en el minim bloc d’agarosa
possible, intentant no contaminar-la amb altres fragments, i transferir-lo a
un tub eppendorf estéril.

e Pesar el tub (préviament tarat).

Seguir el protocol descrit en el QIAquick Gel Extraction kit i seguir les
recomanacions del fabricant per obtenir el producte final de PCR amplificat.

3.6.3. Electroforesi en gels de poliacrilamida

Aquest tipus d’electroforesi s’ha utilitzat per visualitzar fragments de DNA de mida
inferior a 300 pb, per separar fragments de restriccié de mides molt similars (diferéncies
menors a 50 pb) 1 per les analisis dels polimorfismes de conformaci6 de la cadena
senzilla i I’heterodtplex (SSCP/HD) de fragments fins a 600 pb (tot i que 1’0ptim ¢és de
200-300 pb), amplificats a partir de DNA genomic.

Aquest nivell de separaci6 no es pot aconseguir utilitzant gels d’agarosa amb
dimensions de porus més grans. Els gels de poliacrilamida es formen per la

copolimeritzacid del monomer d’acrilamida amb 1’agent entrecreuador bis-acrilamida.
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Aquesta polimeritzacié requereix la preséncia d’un iniciador, N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamina (TEMED), i un catalitzador, el persulfat d’amoni (APS). La
porositat dels gels de poliacrilamida és determinada per la proporcio relativa: acrilamida-

bis-acrilamida 1 per la concentracid global d’acrilamida al gel.

En el desenvolupament d’aquest treball, s’han preparat gels amb una proporcié
acrilamida: bis-acrilamida 29:1 i 19:1 amb percentatges globals del 8-14%, depenent de

la mida de les molécules que volem separar.

Materials

Solucié d’acrilamida: bis-acrilamida 29:1 o 19:1 al 40% (Pharmacia)

TEMED tetrametiletilendiamina (SIGMA)
APS persulfat d’amoni al 1%
Tampo de carrega (STOP solution): 0,25% blau de bromofenol

0,25% xilen cianol
40% sacarosa
TBE 10X (per correr el gel d’acrilamida s’utilitza TBE al 1X)
marcador d’1 Kb
bromur d’etidi: 0,5 ng/ml de bromur d’etidi
Revelador (tincié de plata): 30 g Na,COs/ |
500 pl de formaldehid al 37%
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Procediment

Per a un gel de 20x20 cm:

e Netejar dos vidres (un de gran i un de més curt) amb aigua i sabo. Deixar
que s’assequin i passar-hi etanol. L'etanol impedira que el gel s’enganxi al
vidre i després sigui dificil de treure.

e Col-locar els dos vidres enfrontats i espaiats mitjancant separadors de 0,6
mm. Subjectar-los amb quatre pinces als laterals.

e Afegir en un vas de precipitats el volum de solucié d’acrilamida:bis-acrilamida
29:1 0 19:1 al 40% necessari per obtenir la concentracio final desitjada, 5 ml
de TBE 5x, H,Od fins a 25 ml, 180 ul d’APS al 10% i 20 ul de TEMED. Agitar-
ho.

e Immediatament, recollir la barreja preparada amb una xeringa i posar-la
lentament entremig dels dos vidres, sense que s’hi formin bombolles.
Col-locar la pinta, que formara els pouets on es carregaran les mostres.
Deixar que polimeritzi 1 hora com a minim.

e Treure la pinta i les pinces i col-locar el gel en una cubeta d’electroforesi
vertical. Omplir el catode i I'anode de la cubeta amb TBE 1X. Si es vol correr
el gel a 4°C (perque la carrera sigui més homogeénia), muntar la cubeta a 4°C.

e Afegir 10 ul de tampd de carrega a les mostres i carregar al gel la barreja
(uns 20 ul), juntament amb el marcador d’1l Kb (la mateixa quantitat que de
DNA) en un altre pou perqué ens permeti situar les bandes que obtindrem.

e Connectar la cubeta a una font de voltatge (150-400 v) i deixar correr les
mostres el temps necessari per a la separacié desitjada.

e Finalitzada I'electroforesi, se separen els dos vidres amb ajut d’una falca,
procurant que el gel quedi adherit a un dels dos vidres. Es recupera el gel unit
al vidre.

Tincid: s’ha utilitzat dos tipus de tincions diferents, la de bromur d’etidi, que
és menys laboriosa pero també menys sensible (detecta quantitats > 50 ng),
i la tinci6 amb nitrat de plata, que a part de ser molt més sensible permet
guardar el gel.

Amb solucié de bromur d'etidi:

o Submergir el gel en una soluciéo de bromur d’etidi (0,5 pg/ml) durant uns 15
min.

o Rentar el gel amb aigua per eliminar el bromur d’etidi en excés.

o Visualitzar el DNA en un transil-luminador de llum ultraviolada.

Amb nitrat de plata:

i. Fixacid: submergir el gel en etanol al 10% durant 5 min en agitacio.

ii. Oxidacid: submergir el gel en acid nitric al 1% durant 3 min en agitacid.

iii. Rentat: submergir el gel en aigua bidestil-lada durant 10 s. Repetir el rentat.

iv. Tincié: submergir el gel en solucié de nitrat de plata (2 g/I) durant 20 min en
agitacié.

v. Rentat: repetir el pas (iii).

vi. Revelat: Afegir solucid de revelat a sobre del gel fins a cobrir-lo i agitar uns

20s. Llengar aquest revelador que s’ha saturat. Afegir de nou revelador fins

que el gel quedi ben submergit, agitar uns minuts fins aconseguir la tincié

desitjada. Eliminar el revelador.

Aturada: Submergir el gel en acid acetic al 10% durant 10 min en

agitacio.

viii.Rentat: repetir el pas (iii).

ix. Recollir el gel adherint-lo en un paper Whatman 3 MM. Cobrir-lo amb plastic i
assecar-lo al buit a 80°C (50 min).

Vi
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3.7. Analisi de SSCP

POLIMORFISME  DE CONFORMACIO DE CADENA SENZILLA 1 DE
I’HETERODUPLEX (SSCP / HD)

L’analisi dels polimorfisme de conformaci6é de cadena senzilla (SSCP, de I’angles
Single Strand Conformation Polymorphisms, o SSCA de D’angles Single Strand
Conformation Analysis) va ser originariament descrita per Orita (Orita et al. 1989). Es
basa en la tendeéncia que tenen les cadenes senzilles de DNA a plegar-se formant
estructures secundaries, determinades per la seqiiéncia de nucleotids, les quals influeixen
en la seva mobilitat electroforética en gels no desnaturalitzants. La preséncia d’una
mutacié origina un canvi conformacional que altera la mobilitat electroforética i genera
un patrd de bandes anomal que no es detecta en els individus control. Alhora també es
formen noves molecules heteroduplex (HD), fruit de la renaturalitzaciod entre una cadena
salvatge 1 una altra de 1’al-lel mutat, que també presenten una mobilitat electroforética
anormal. L’ analisi dels SSCP pot arribar a detectar un 80% de mutacions, tot i que cal
variar les condicions de carrera electroforctica per a cada fragment amplificat per tenir
una resolucid més amplia. D’altra banda, malgrat que en aquest treball s’han analitzat
fragments de més de 600 pb, 1I’0ptim sén 200-300 pb ja que en augmentar la mida dels

fragments es perd resolucio.

Les reaccions de PCR s’han realitzat tal i com s’ha indicat anteriorment a la TAULA
5 amb les condicions adequades per a cada fragment concret. Els fragments amplificats
per PCR varen ser analitzats per electroforesi horitzontal en gels d’acrilamida al 12,5%
en gels comercials (ExcelGel® DNA Analysis Kit, Pharmacia Biotech) utilitzant I’equip
Multiphor II Electrophoresis Unit (Pharmacia Biotech) a una temperatura de 5°C. De
forma suplementaria es van fer servir gels verticals d’acrilamida (29:1) al 10-14% a 4°C
(en camera freda). Els gels eren revelats per tincid de plata, de forma manual o emprant el
sistema comercial (DNA Sylver Staining kit (Pharmacia Biotech)) en el cas dels gels
horitzontals. Els temps de carrera son diferents per a cada fragment analitzat, intentant,

pero, visualitzar tant la doble cadena com la simple.
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Materials

v Tampo de carrega: 95% formamida

v' Solucié desnaturalitzant: 20 mM EDTA pH 8,0
0,05% blau de bromofenol
0,05% xilen cianol

10 mM NaOH
4 gels d’acrilamida al 12,5 % (ExcelGel® DNA Analysis Kit, Pharmacia
Biotech)
Procediment

e Utilitzar entre 1-4 ul de cada producte de PCR, depenent de la intensitat de
la banda visualitzada per electroforesi en un gel d’agarosa al 2%.

e Diluir-los amb solucié desnaturalitzant (amb NaOH) 1:1.
e Desnaturalitzar-los 2-3 min a 95°C. Posar-los rapidament en gel.

e Carregar 6 ul de cada mostra en un gel de poliacrilamida al 12,5%
comercial amb 48 pous de capacitat de carrega. Hem seguit les
recomanacions del fabricant a I’hora de la carrega i la preparacié del gel.

e Realitzar electroforesi de tots els productes amplificats a 5°C i 600 v, (les
millors condicions per veure possibles canvis), durant 2,5 h - 4,5 h segons
el fragment a analitzar (TAULA 4).

e Tincid amb plata, emprant el sistema comercial segons les recomanacions
del fabricant (Amersham Pharmacia).

e Assecar el gel a temperatura ambient durant una nit i cobrir-lo amb una
transparéncia per a mantenir-lo.

e Comparar el patré de bandes dels fragments analitzats.

e Quan es detecta un patré de bandes andomal respecte al control per a un
dels fragments es caracteritza el canvi mitjancant seqienciacié directa d’un
nou producte de PCR.
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3.8. Analisi dels polimorfismes
3.8.1. Analisi de polimorfismes a GAS6

3.8.1.1. Digestiéo amb enzims de restriccid

En aquest treball la digestio s’ha utilitzat com a metode per a comprovar les variants
identificades als gens GAS6, en els casos en que la variant abolia una diana de restriccio o
en generava una de nova respecte 1’al-lel més freqiient. També s’ha utilitzat aquest
metode per analitzar els genotips d’alguns dels polimorfismes identificats a GAS6 i

PROZ, en mostres de diferents poblacions (TAULA 6).

Materials

v BSA (albumina bovina sérica)
v Enzims de restriccio

v Tampo de digestio especific de I'enzim

Procediment

S’afegeix a un tub de 200 pl:

v Tampd de digestid per una concentracio final 1X

. 1 mg/ml BSA, si la digestié sense BSA no és prou bona

o 7,5 ul de DNA (producte de PCR)

o 1-5 Unitats (U) d’enzim (depenent de la capacitat de tall de
I'enzim)

. H,0 bidestil-lada fins a un volum de 20 ul

o Agitar i fer un pols a la centrifuga.

Col-locar el tub a la temperatura de digestié optima de I'enzim
durant l'estona necessaria en cada cas (normalment durant tota la nit, a
no ser que l'enzim talli en excés). Guardar a 4°C o visualitzar per
electroforesi en gel d‘agarosa o acrilamida si es formen fragments molt

petits o similars.

analisi dels productes amplificats 85



"0100BAI B] 9P SIOPBQIIUD SPIIQI[ONUOSI[O 031 (Sqe[olg PUB[SUL MON) WIZUS ePed & Juouodsariod odwe], 11U e €10} JUBIND OIoRqNOU]

qd 66 + 17V qdoze:o  qdoge

qd 9/ + 6L +98 +€02 D 9d9L+6L +68C:L  qd vib

qQd LS+ LST +LSED Qd s +p1s:D  qd1LS

qd ¢/ +68T:L qd gs¢ D qd gs¢
qd 9p1 + Sp¢ v qd1sy:0  qdigy
qd S +LTH D qd 18y:1L  qd I8y

juanbaiy - [97-1e juonbaly + [9[-J¢  "SIp ON

Uiy

mg

meL
Mgzl

ML

gL

¥Ood (MBuonysg | odwe] ) wizug

M1

Mg

Mg

Moy

Moy
Mmoe
Moy
Moy

(M) ¢

ne

nt
ni
ni
nt

nsel

DolLE

DolLE
DolLE
DolLE
Dol €

D059

eL

*

yeoyIduue JUSWSel} epiA

(I 0C =[eUGA) OBS3SIP SUOIPUOD

[ edH ¥ZO¥d-4Z0dd

1dspy
154
111 PIN
[NV

145

wizug

Avid-dvid
derd-d€rd
qd1d-d¢1d

d8d-484

d8H-48H

03110

V<D  9L+9SAI
Z20¥d

<L 69812
D<D ¥6-8LYID
L<O (43
V<D [+PE8D

IO<L SSI-CIL™
9S¥D

swisyIowr[oq

"01DD1J1S3J 9P SWIZUS JURZIL)IIN S}eZ)l|euR SSWSLHIOWL0d

9 vinvli



materials i metodes

3.8.1.2. Analisi de polimorfismes amb QF-PCR (LightCycler®)

La utilitzaci6 de les sondes FRET (de I’angles Fluorescent Resonance Energy
Transfer) en un aparell de PCR a temps real (LightCycler®, Roche Diagnostics,
Manheim, Alemanya) per genotipar els SNP és un procediment rapid i senzill que
presenta avantatges considerables per 1’analisi de moltes mostres en front dels métodes
més tradicionals com els enzims de restriccid. Aquesta plataforma d’analisi

(LightCycler®) es fonamenta en Iis de
FIGURA 15

capillars que permet augmentar molt la  Fyncionament de les sondes FRET.
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dencia di Corba de fusié de la sonda sensor especifica per un
sequencia - diaha, Mo €S a.lel polimorfic del GASS.

detecta cap senyal de

Melting Curves

fluorescéncia; en canvi, si

s’uneixen a la seqiiéncia,
la proximitat entre les

dues sondes permet la

transferéncia d’energia des

50 55 &0 65 70 75 &0 85
Temperature (°C)

del donador al receptor i

com a resultat es detecta Augment de temperatura de 50°C a 85°C i deteccid de
la fluorescéncia (RED 640) a una rampa de 0,1°C/s. En
un senyal fluorescent aquest exemple, la sonda sensor s’ha dissenyat

comblementaria a I’al.lel A.

(FIGURA 15).
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La quantitat de senyal €s proporcional a la quantitat de seqiiéncia diana 1 pot ser

mesurat durant la PCR, a temps real.

En acabar el procés d’amplificacid es realitza una procés de dissociacié de la sonda:
desnaturalitzacid, renaturalitzacid inespecifica a baixa temperatura 1 una lenta

desnaturalitzacio.

La temperatura de fusi6 (Tm, de I’angles melting) de la sonda sensor és aquella a la que
un 50% de les molécules s’han deshibridat i desnaturalitzat i aquesta, dependra de la
forca d’unié al motlle la qual, al seu torn, és menor o major segons 1’al-lel amplificat
(mismatch (no aparellament complet)) o hibridacié completa (al-lel pel qual la sonda ha
estat dissenyat). Al final, s’obté un grafic com el que es mostra a la FIGURA 16, en la
que es distingeixen clarament els tres possibles genotips gracies a la representacio de les
diferents temperatures de desnaturalitzaci6 de cadascun del al-lels. Per tal de genotipar
més facilment les mostres es realitza la segona derivada d’aquesta corba i s’obté un grafic

semblant a la FIGURA 17.

FIGURA 17
Segona derivada de la corba de fusio de la FIGURA 16.

Melting Peaks Diferents genotips
obtinguts en ’analisi. *Tm
del fragment amb al-lel
especific (A) per sonda
sensor: 72°C; * Tm del
fragment no especific (G)
(una base no hibridada
: amb la sonda sensor):
5 55 &0 ?IS ) . (féu) : 75 &0 85 66°C.

0,005

0,000

-{d/dT} Fluorescence (640/530)

-0,005

La mida més adequada per amplificar fragments en aquest termociclador
(LightCycler®v2.0) oscilla entre els 100 a 500 pb, tot i que es treu més rendiment a
I’aparell quan més petita €s la mida del fragment perqué permet disminuir temps en el
procés d’amplificacio (i s’arriba a poder fer una PCR d’un fragment de 150 pb en uns 30-
40 minuts). Les sondes (TAULA 7) han estat sintetitzades per TIB MOLBIOL
(http://www.TIB-MOLBIOL.de). En alguns casos els dissenys de les sondes i
encebadors també s’ha fet a TibMolBiol 1 en d’altres I’hem fet nosaltres mateixos amb

I’ajuda del programa Oligo 4.0.
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Les fluoresceéncies que hem utilitzat per marcar les sondes que hem fet servir son:
o Fluoresceina que s’uneix a la regi6 3’ de I’oligonucleotid.
o Red640 que s’uneix a la regio 5° de I’oligonucleotid.

Entre la sonda especifica del polimorfisme (sonda sensor) i la sonda d’ancoratge a la
seqiiéncia (sonda anchor) hi ha d’haver entre 4 i 6 graus de diferéncia en els valors de la
temperatura de fusid. La sonda anchor ha de tenir el valor més elevat per tal que es
desprengui més tard i puguem assegurar que la temperatura de fusido mesurada és la de la

sonda sensor.

Materials

v' Sondes especifiques per a cada fragment (sensor i anchor) a 4 uM
v" Oligonuleotids encebadors de la reaccié a 10 uM

v LightCycler™ Fast Start DNA MasterHybridization Probes kit (Roche
Diagnostics)

v’ MgCl; (25 mM)

Procediment

Per tal d'amplificar els diferents fragments que contenen el polimorfisme
que volem genotipar s'han utilitzat diferents encebadors que es mostren a la
TAULA 7.

Les reaccions contenen (en un volum final de 10 pl ajustats amb H,0):

¢ 4 mM de MgCl,

e 0,3 uM de cada encebador

e 0,2 uM de cada sonda d’hibridacid

e 1 ul de 10X Fast Start DNA MasterHybridization mix
e 10 ng de DNA

gue es barreja amb una suau centrifugacio prévia a l'inici de I'amplificacié.
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3.8.1.3. Analisi del polimorfisme c.600+304-377del de l'intré 5
del GAS6

El polimorfisme ¢.600+304+377del identificat a I’intré 5 de GAS6 ha estat analitzat
per electroforesi en un gel d’agarosa al 2,5 % del producte de 713 pb o 786 pb, depenent
I’abséncia o presencia de la deleci6 respectivament, que s’obté d’amplificar per PCR amb

els oligonucleotids (encebadors) ESF-ESR (TAULES 41 5).

3.8.2. Analisi d'altres polimorfismes

Tres dels gens fisicament propers al gen GAS6 a la regié 13q34, son els dels factors

de la coagulaci6 factor VII i factor X (F7 1 F10) i el de la proteina Z (PROZ).
3.8.2.1. Analisi del polimorfisme de PROZ

El genotip per al polimorfisme IVS6+76G>A (o també anomenat ¢.573+76G>A) al
gen PROZ s’ha determinat per analisi de restriccido amb ’enzim Hpa I d’un fragment de
DNA de 320 pb corresponent a part de I'exé6 6 i I'intr6 6 on s’hi localitza el
polimorfisme, seguint el metode descrit per Lichy (Lichy et al. 2004).

També s’ha realitzat la genotipacid d’aquest polimorfisme mitjangant 1’analisi dels
SSCP del fragment amplificat amb els primers PROZF i PROZR que han permes
realitzar una comprovacio alternativa de la genotipacid per digestiéo enzimatica. Aquesta
analisi ha estat realitzada seguint el procediment de I’apartat anterior, amb gels manuals

d’acrilamida (29:1) al 12% amb 13 hores de carrera a 4°C.

Materials

Per a I'amplificacié del fragment analitzat s’utilitzaren els seglients materials :

v' Oligonucleotid directe:
PROZ-F: 5'-TAACACCATAGACAGAGTCCGATATTCGC -3’

v' Oligonucleotid revers:

PROZ-R:5-ATGAACTCGGCATTAGAACATGGTTGGAA -3’ (Lichy et al. 2004; Zhao
2004).

v Enzim Hpa I (3 U/uL) amb el tampéd corresponent (NE buffer 2, NE Biolabs).

v Agarosa al 2,5%.
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Procediment (descrit a la TAULA 6)

3.8.2.2. Analisi del microsatel-lit D13S285 lligat a F10i F7

L’analisi d’aquest marcador s’ha realitzat per PCR amb primers fluorescents i
I’analisi al seqiienciador ABI 310, seguint el protocol que havia estat descrit anteriorment

(Kimura et al. 1999).

Materials

Oligonucleotid directe:

v D13S285F: 5'-ATA TAT GCA CAT CCA TCC ATG -3, marcat amb
fluorescéncia HEX.

Oligonucleotid revers:

v'D13S285R: 5-GGC CAA AGA TAG ATA GCA AGG TA -3’, no ha d'estar
marcat amb fluorescencia per tal de tenir un eficiencia d’amplificacié major.

v'Tag DNA polimerasa (Roche Diagnostics)
v dNTPs (2 mM)

Procediment

Realitzar la PCR a les condicions estandard d’amplificaci6 (APARTAT
3.4.):

Desnaturalitzacio inicial de la mostra: 5 minutsa 95 °C
Amplificacié de 30 cicles: 30 s de desnaturalitzacio a 95 °C

30 s d’hibridacio a 57 oC

30 s d’extensid a 72 oC
Extensio final: 7 minuts a 72 oC

Un cop amplificat el producte, preparem: 0,5 ul del producte de PCR + 0,5ul
de tampo6 de carrega + 0,5 ul de marcador estandard (TAMRA 500) que
indica diferents bandes corresponent a mides entre 80 i 108 pb) i ho
separem per electroforesi capil-lar amb I'equip ABIPRISM 310. Els resultats
s‘analitzen amb els programes GeneScan® Analysis Software i

Genotyper®v2.5 (Applied Biosystems).
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3.9. Analisi d’expressido del mRNA de GAS6

La transcripci6 inversa (RT, de I’anglés reverse transcription) seguida per la PCR és
la técnica més comuna emprada per analitzar 1’expressié de mRNA obtingut de diverses
fonts. La RT-PCR en temps real és altament sensible i permet la quantificacié de
transcrits rars o pocs comuns i la deteccid de canvis petits en I’expressid génica. Aquesta
técnica proporciona la precisid necessaria i produeix resultats de quantificacié fiables,

aixi com rapids.
3.9.1. Transcripcio inversa

La transcripci6 inversa ¢€s la sintesi de DNA, a partir d’un motlle de RNA, duta a
terme per I’enzim transcriptasa inversa. En el nostre cas s’ha usat la transcriptasa inversa

murina que es troba al First Strand cDNA Synthesis kit (Pharmacia Biotech).

Materials

First Strand cDNA Synthesis kit (Pharmacia Biotech):
v' Bulk first Strand cDNA Mix
v" Solucio DTT (ditiotreitol 200 mM en solucié aquosa)

v pd (N)s (hexamers de desoxinucleotids a I'atzar a 0,2 ug/ul en solucid
aquosa)

Procediment

e Aliquotar 0,5-1 ug de RNA total en un tub i s’hi posa fins a un volum final de
8 ul d’aigua lliure de RNAses. Aquest tub s‘incuba durant 10 minuts a 65°C.

e Deixar el tub en gel i afegir-hi:

o 5 ul de Bulk first Strand cDNA Mix (que conté I'enzim)
o 1 ul de DTT
o 1 ul pd(N)s

e Incubar durant 1 hora a 37 °C

Per realitzar aquest estudi disposavem dels RNA d’artéria coronaria d’individus
control i d’individus amb placa d’ateroma dels quals haviem determinat anteriorment el
genotip concret pel polimorfisme ¢.834+7G>A de GAS6. De cadascun dels mRNA (amb

mostra suficient) hem realitzat dues RT i els cDNA obtinguts varen ésser utilitzats per
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realitzar la reaccid de PCR especifica pel gen 1’expressié del qual es volia analitzar

(GASG6 1 els gens de referencia escollits).
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3.9.2. PCR a temps real

L’analisi de I’expressio genica per RT-PCR a temps real es basa en la detecci6d dels
productes sintetitzats en la PCR mitjangant la incorporacié de SYBR“Green 1 que, a
temps real, s’uneix especificament al solc menor del DNA de doble cadena 1 emet
fluoresceéncia a una intensitat proporcional al nombre de copies amplificades (Morrison et
al. 1998). La quantitat de copies que hi ha del producte amplificat augmenta a mesura que
avancen els cicles de PCR 1, per tant, més molécules de fluorescéncia s’hi uneixen. La
recollida de dades (senyals de fluorescéncia) de la PCR a temps real permet realitzar les
analisis a la fase exponencial de la reaccié amb la qual cosa hi ha més precisio en la
quantificacid i evita la manipulacid post-PCR. L’analisi de 1’emissiéo de fluoresceéncia
permet determinar el numero de cicle on comenca la fase exponencial de la PCR. Aquest
punt, anomenat “crossing point” (CP) depén directament de la quantitat inicial de DNA a
la reacci6. Per tant, quanta més quantitat de DNA inicial posem a la reaccio, el CP o la

fase exponencial de la PCR comengara abans.

L’eleccid del métode de quantificacioé depén de la seqiiéncia objectiu de 1’estudi, de la
quantitat de mRNA present en el teixit (o del seu grau d’expressio en el teixit), del grau
de precisi6 exigida i de les necessitats de quantificacio relativa o absoluta. En el nostre
cas hem utilitzat la quantificacid relativa, que esta basada en I’expressid d’un gen a
estudiar (en el nostre cas GAS6, definit pel fragment que agafa els encebadors D1 i Cb2,
TAULA 10) respecte a un gen de referéncia. Els gens de referéncia, en principi, son
d’expressid constant en totes les mostres. Els que s’utilitzen habitualment son
principalment gens del manteniment cel-lular (“housekeeping genes”) com els de la
GAPDH, I’albumina, les actines, les tubulines, la ciclofilina, el 18S rRNA o el 28S
rRNA. En el nostre estudi hem utilitzat com a gens de referéncia el gen de la GAPDH, el
gen de la B2-microglobulina i el gen de la ciclofilina A. La sintesi de mRNA d'aquests
gens de referéncia sembla ser estable en diversos teixits, fins i1 tot sota tractaments

experimentals.

En aquest treball hem realitzat 1’analisi de ’amplificacio a temps real del cDNA de
GAS6 en la plataforma LightCycler® (Roche) que inclou el programari necessari per
calcular els valors CP 1 determinar 1’especificitat de la reaccid mitjangant les corbes de
fusio dels fragments amplificats. Amb la utilitzacié del SYBR®Green I, la incorporacio

en cada experiment de la corba de fusidé permet comprovar 1’especificitat del producte
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amplificat. Aquesta corba de fusid (melting curve) es realitza després del programa
d’amplificaci6 de la PCR i consisteix en la incubacio del producte amplificat durant uns
segons a la temperatura a la que es manté la doble cadena (S2b, TAULA 8). S’augmenta
la temperatura lentament (una rampa de 0,1-0,2°C/s) fins a 95-98°C quan el fragment
amplificat esta completament deshibridat. Durant aquest increment de temperatura
I’aparell ha de recollir la informaci6 de la fluorescéncia de manera continua i aixi quan es
produeixi la desnaturalitzaci6é del producte amplificat es produeix una perdua d’emissio
de fluorescéncia (SYBR®Green I). Aquest punt de “no aparellament” amb una
temperatura concreta de deshibridacio, és especific per a cada fragment de DNA
amplificat. Cal assegurar-se que no s’esta amplificant algun altre fragment inespecific de
la reaccid, el qual es detectaria per la preseéncia d’un altre pic de peérdua de fluoresceéncia
a una temperatura diferent a I’esperada. Aquesta especificitat també pot ser confirmanda
mitjangant un gel d’agarosa on s’ha visualitzat una banda corresponent a la mida correcta,
a més a més d’haver comprovat anteriorment per algun metode directe (seqiienciacid, per

exemple), que el fragment amplificat és el desitjat (FIGURES 41-44).

Materials

4 LightCycler® Fast Start DNA Master SYBR Green I (Roche Diagnostics)
v MgCl, (25 mM)
4 Encebadors (10 uM)

Procediment

Posar en la barreja de la reaccié (9 ul) per a cada capil-lar:

v 0,8 ul MgCl, (3 mM) pels fragments que amplifiquen GAS6, B2M, GAPDH i
ciclofilina A.

v 0,3 ul de I'encebador directe (0,5 uM) i 0,3 ul del revers (0,25 uM)
v 1 ulde LightCycler© Fast Start DNA Master SYBR®Green I
v" H,0 fins a 10 pl de volum final de reaccio al capil-lar

Un cop afegida la barreja de la reaccié a cada capil-lar, afegir-hi 1 ul de cDNA
(dilucié 1/10 de la RT a partir de 1 ug de RNA de la mostra a analitzar), tapar i
centrifugar els capil-lars.

El volum final de reacci6 en el capil-lar és de 10 pl.
Colocar-ho en el rotor de I'aparell LightCycler®
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En iniciar P’analisi és necessari calcular primer 1’eficiéncia (relacio entre CP i
quantitat inicial de mRNA) de cada reacci6 de PCR per a una parella d’encebadors
concreta. L’eficiéncia de la reaccio de PCR pot canviar segons la procedéncia del RNA
(teixits, linies cel-lulars); per tant, cal fer una corba patré per a cada tipus de RNA que

utilitzem.

Per calcular ’eficiéncia de la reaccio vam fer una barreja de 1,5 ug de RNA (amb 0,5
pg de RNA amb genotip GG, 0,5 ng de RNA amb genotip GA 1 0,5 ug de RNA amb
genotip AA d’individus control). A partir d’aquest RNA es va fer la transcripcio inversa i
es va obtenir el cDNA necessari per realitzar ’amplificacio per PCR. Es realitza una serie
de dilucions seriades amb factor 5. L’eficiencia de la reaccid es calcula a partir del
pendent d’aquesta corba segons la formula: E=100"P"™ (Pfaffl 2001). Aquesta corba
patr6 (FIGURES 41-44) permet observar a quina dilucio es pot treballar perque siguin
fiables els resultats obtinguts (Pfaffl 2001; Pfaffl et al. 2002).

Les condicions d’amplificacio dels diferents fragments de cDNA de GAS6 i els gens de
referéncia inclosos a I’estudi els hem aconseguit estandarditzar i es mostren a la TAULA

8. A la TAULA 9 es poden veure els oligonucleotids utilitzats per a I’amplificacio.

TAULA 8

Condicions d’amplificacié dels diferents fragments de cDNA per ’estudi d’expressio.
Tipus: Quantificacio Fusid

(40 cicles) (confirmacio del producte)

Segments: S1 S2a  S2b  S2c S3a S3b S3c
T® diana 95°C 95°C 55°C 72°C 95°C 60°C 98°C
Temps incubacio 10’ 27 8” 15” 0” 30” 0”
Rampa transicio
T2 (°C/s) 20 20 20 20 20 20 0,15
Adquisicid
Fluorescencia No No No puntual No No Continua
(640 nm)
S: segments de la reaccio; 1: desnaturalitzacio del cDNA i activacio de la hot start
polimerasa; 2: cicle d’amplificacié (a: desnaturalitzacid, b: hibridacio, c: extensio);
3: procés de fusido (a: desnaturalitzacid, b: renaturalitzacio; desnaturalitzacio
lenta).

A D’aparell LightCycler®v2.0 cada carrera permet fer 32 reaccions en capil-lars (les

noves versions d’aparells de PCR quantitatives fluorescents ja sén de molt més alt
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rendiment, fins a 384 reaccions en plaques). Cada reaccid (amb els corresponents
encebadors per amplificar un fragment especific, TAULA 9) es fa en capillars
separadament i per duplicat per tal de confirmar els resultats obtinguts. Si aquests valors
no difereixen molt, menys de 0,3 cicles, el valor utilitzat per a 1’analisi sera el valor mig

de les dues répliques. Si no cal repetir la reaccio.

A cada carrera cal posar un control negatiu de la reacci6 (aigua en lloc de cDNA per
veure possibles contaminacions), la diluci6 de la RT-PCR d’un control intern de la
reaccid (mostra que coneixem quin CP presenta i que a la majoria dels casos és una
dilucié 1/10 del pool dels RNA amb els tres diferents genotips), i hi afegim també¢ les
dilucions de la RT de les diferents mostres a analitzar. Aixi, per tal de poder realitzar
I’estudi de quantificaci6 relativa, els resultats de cada mostra amplificada del gen diana
seran normalitzats per la mateixa mostra (en un capil-lar diferent) amplificada per al gen
de referéncia pero en carreres diferents. Els controls positiu 1 negatiu es posen per a cada
gen a amplificar, és a dir, a ’amplificacido per a cada parella d’encebadors utilitzats

(Butlleti anual d'ABI.Prism, 2001).

TAULA 9

Primers utilitzats per amplificar el cDNA de GAS6 i dels gens de referéncia, (+): primer
directe o “forward”(-): primer revers.

Nom del Seqiiéncia de Localitzacio Exo Mida
fragment ’oligonucleotid amplificat

(nts)
GAS6 (NM_000820):
D1 (+): 5/ —-TCAAGGTCAACAGGGATGCT-3’ 1312-1331 Ex6 11
Cb2 (-): 5’ -CATCCTCGTGTTCACTTTC-3’ 1538-1519 Ex6 12 227 pb
E8RT-F(+): 5’-CGGGCGTGGGGGCCTCAA-3’ 923- 940 Ex6 8
E8RT-R(-): 5’-GGTGGCCTCCGGCAAAGA-3’ 1155-1138 Ex6 10 233 pb

Encebadors per a amplificar els gens de referéncia:

Ciclofilina A (NM_021130):

Ciclofilina A

F(+): 5’ -CTCCTTTGAGCTGTTTGCAG-3' 132-151 Ex6 1-2
Ciclofilina A

R(-): 5" -CACCACATGCTTGCCATCC-3’ 456-438 Ex6 5 325 pb
B2-microglobulina (NM_004048):

B2M-F (+): 5" -CCAGCAGAGAATGGAAAGTC-3' 160-179 Ex6 2

B2M-R (-): 5" -GATGCTGCTTACATGTCTCG-3' 428-409 Exb 3 269 Eb

GAPDH (NM_002046):

GAPDHF (+): 5’ -CCCATCACCATCTTCCAGGA-3’ 292-311 Ex6 3
GAPDHR (-): 5’ -ATGACCTTGCCCACAGCCT-3’ 737-719 Exé

e¢]

446 pb
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Per calcular els Crossing Points (CP) de les reaccions d’amplificaci6 s’ha utilitzat el
Me¢tode del Maxim de la Segona Derivada del programa del LightCycler (v4.0) i no el
FitPoint Analysis perque el primer dona de forma objectiva els CP mesurats com a
I’augment maxim o acceleracid de la fluoresceéncia (acostuma a estar a prop de la porcio
log-linear de la reaccio) 1 aixi no es depeén d’una analisi manual de les dades que sempre
pot produir uns certs errors (Fit Point Analysis). Els valors CP que proporciona el
LightCycler® ja poden ser utilitzats per 1’analisi d’expressié gracies als programes

Microsoft® Excel i REST® (Relative Expresion Software Tool) (Pfaffl et al. 2002).

Tradicionalment, la quantificacio relativa es realitzava amb el calcul dels ratio
d’expressio relativa entre cada mostra individualment, normalment sense correccid per

I’eficiéncia de la reaccio d’amplificacio.

El programa REST® combina la quantificacié i normalitzacio de I’expressio génica en
un sol calcul 1 incorpora les eficiencies d’amplificacio dels gens de referéncia 1 diana per
corregir les diferéncies entre les reaccions dels gens que s’estudien. Amb el programa
EXCEL es calculen les mitjanes de les repliques de les eficiencies i dels CP de les
mostres analitzades (que han de donar un resultat similar a 1’obtingut amb el programa
d’analisi d’expressio absoluta del LightCycler®). Aquestes mitjanes s’introducixen a
I’aplicaci6 REST que calcula les possibles diferéncies d’expressié dels transcrits
analitzats (TAULA 10), i tamb¢ realitza comparacions entre grups de pacients i control i
determina si hi ha diferéncies significatives mitjangant una prova estadistica (Pfaffl

2002).

El gen diana estudiat és GAS6 amb [’amplificacié del fragment resultant dels
encebadors D1 (directe) i Cb2 (revers) i ha estat normalitzat amb els gens de referéncia
Ciclofilina A, GAPDH (gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasa) i B2M (beta-2

microglobulina).

TAULA 10
Equacié utilitzada pel calcul de la ratio de ’expressi6 genica.

E: Eficiencia de la reacci6 de PCR. diana: desviacido de CP del control menys CP de la
mostra del transcrit diana. ACP referéncia: desviacido de CP del control menys el CP
de la mostra del transcrit de referencia.

E ACP gen diana (mitjana control-mitjana mostra)
( gen diana)

Ratio
d'expressio=

(E ACP gen ref. (mitjana control-mitjana mostra)
gen ref.)
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El model estadistic Pairwise Fixed Reallocation Randomization Test® inclds al
programari REST® permet trobar diferéncies en 1’expressié entre pacients i controls

avaluant I’agrupacid de les mitjanes de cada poblacié (Pfaffl 2001; Pfaffl et al. 2002).

Per a aquest estudi hem utilitzat 26 mostres d’artéria coronaria, 10 mostres de les
quals corresponien a mostres amb placa aterosclerotica i 16 sense placa amb genotips

diversos per al polimorfisme de I’intré 8 de GAS6 (c.834+7G>A).
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3.10. Analisis estadistiques

3.10.1. Estudis d’associacio

En aquest treball s’han realitzat analisis d’associaci6 al-I¢lica en estudis cas-control.
L’associaci6 al-lelica és la coincidéncia d’un factor genétic i un fenotip 1 la seva analisi
posa a prova la preséncia d’una diferéncia significativa (augment o disminucio) de la

freqiiencia del factor genctic en els individus afectes, respecte a la poblacio general.

El manteniment de 1’equilibri de Hardy-Weinberg en els genotips de la mostra control
s’ha posat com a requisit indispensable per a 1’analisi de la mostra 1 aquest equilibri s’ha
comprovat mitjancant la comparacié de les freqiiencies genotipiques observades a cada
poblacio respecte les esperades segons les fregiiéncies al.léliques, mitjangant el test de °.
Alguns programes d’estimacido de les freqiliencies genotipiques i d’haplotips també
calculen que els polimorfismes estiguin en equilibri de Hardy Weinberg com a pas previ
a realitzar un estudi posterior d’efectes d’un determinat genotip o haplotip (com és el cas

del programa THESIAS, vegeu APARTAT 3.10.3.).

La significacio de les diferéncies al-leliques 1 genotipiques en els grups de pacients
respecte els seus controls s’ha analitzat mitjancant el métode estadistic de la *
comparant les freqiiéncies al-leliques 1 genotipiques observades dels pacients de

cadascuna de les malalties estudiades respecte els valors esperats dels seus controls.

L’associacid entre genotips o haplotips i fenotips (patir o no patir la malaltia d’estudi)
s’ha analitzat per regressio logistica ajustant pels altres factors de risc de la malaltia que
son estadisticament significatius en la poblacié de pacients respecte la de controls. Per
realitzar aquests calculs de regressido logistica univariant (sense tenir en compte els
factors de risc) o multivariant (incloent a 1’analisi els factors de risc per a cada grup
d’estudi), hem utilitzat el software SPSS versio 12. S’ha obtingut els valors de les Odds
Ratio (OR) 1 I’interval de confianga (IC) en un 95%. Aquesta analisi ens proporciona
també valor de P. Inicialment, aquesta analisi es va realitzar sota un model d’heréncia
codominant (cada genotip, heterozigots i homozigots per l’al-lel menys comu sén
comparats amb els homozigots per 1’al-lel més com1l), dominant (la suma de homozigots
per ’al-lel menys comu i dels heterozigots son comparats amb els homozigots per 1’al-lel
més comu) 1 recessiu. Després, s’escolli el model recessiu en el que els homozigots per
I’al-lel menys freqlient sobn comparats amb la combinacié dels homozigots per 1’al-lel més

freqiient i els heterozigots.
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3.10.2. Analisi de desequilibri de lligament

El desequilibri de lligament (LD, de 1’anglés linkage desequillibrium) és una
associacio al-lelica a causa del lligament entre dos loci molt propers. En aquests casos la
possibilitat de fenomens de recombinacié entre ells és molt baixa, i tots dos loci sén
transmesos de forma conjunta. Tot i que hi ha diverses mesures per a quantificar el LD
(D, d, r*,...) (Devlin et al. 1995), en aquest treball, per I’estudi de LD entre els diferents
polimorfismes analitzats, hem treballat amb el coeficient de desequilibri (D) que ¢és la
diferencia entre les freqiiéncies haplotipiques observades 1 les esperades, i més

concretament, hem utilitzat el valor D’ que correspon a D’= D/Dmax .

On Dmax ¢és el valor més petit de p;qz 1 p2q;. Essent p; i p» les freqiiencies géniques
dels al-lels més comuns 1, q;1 g2, 1- p; 1 1- pa, respectivament. La D’ pot variar entre -1 1
1, havent-hi LD si ¢és significativament diferent de zero. Quan D=0 correspondra a una
situacio d’equilibri de lligament, essent D dependent de les freqiiencies al-leliques a la
poblacio i, sobretot, de la distancia fisica entre ells. La seva significacid es pot analitzar

amb I’estadistic y”.

Aquest coeficient resulta molt util per comparacions de desequilibri de lligament
entre loci (Zapata et al. 1995). El LD tendira a ser menor com més allunyats estiguin dos

loci 1 també disminuira al llarg del temps com a resultat de la recombinacio.

Amb D’objectiu de fer tests d’associacions al-leliques entre 2 loci s’ha utilitzat
simultaniament diferents programes estadistics de maxima versemblanca per tal de
comparar resultats i per determinar quin ¢€s el desequilibri del lligament existent entre els

diferents polimorfismes analitzats:

o THESIAS : Hem utilitzat aquest paquet de programes (Tregouet et al. 2004) per
determinar el LD entre polimorfismes com a pas previ a 1’analisi d’haplotips

(http://genecanvas.ecgene.net/).

o 2LD: (Zhao 2004) metode simple que permet calcular el LD entre 2 marcadors
polimorfics; calcula el valor D’ i ’error estandard. S’ha utilitzat per comparar els
resultats amb els dels altres programes i per obtenir les freqiiéncies al-leliques del

marcador D13S285.
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o EH (o EH+) (programa desenvolupat per Jiirg ott;
http://linkage.rockefeller.edu/ott/eh.htm): permet realitzar I’estudi de LD entre
polimorfismes multial-l¢lics; en el nostre cas només hem utilitzat aquest programa
per calcular el LD entre els al-lels del marcador D13S285 1 els SNPs de GAS6, 1 per
comprovar que pels SNP dial-lelics els resultats son equiparables als d’altres
programes. Hem utilitzat també una modificacié del programa EH (per Jian’An
Luan, del grup de Jiirg Ott) anomenat LDtest pero restringit a locus bial-lelics

(software no publicat).

o SNPStats ((Sole et al. 2006), http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats): ¢s un nou
paquet de programes dissenyat per fer més rapida i senzilla 1’analisi d’associacié de
diferents polimorfismes amb un fenotip concret. L’hem utilitzat per comparar els

resultats que hem obtingut amb els altres programes.

3.10.3. Analisi dels possibles haplotips determinats pels
SNP de GAS6

Un haplotip és la combinacidé d’al-lels de diversos polimorfismes presents en un
determinat segment del cromosoma. Si aquesta regid €s prou petita, la probabilitat que hi
hagi recombinaciéo és molt baixa i, per tant, 1’haplotip es transmetra integre a la
descendencia. Els haplotips es poden definir a partir de qualsevol combinacié d’al-lels

polimorfics.

Com que Dl’estudi que s’ha realitzat és a partir de la genotipacid de diferents
polimorfismes en individus no relacionats de diferents poblacions i no a partir de families
o genealogies, no s’ha pogut determinar la fase dels haplotips (a quin cromosoma es
troben) per a cada individu i, per aix0, necessitem determinar els haplotips dels individus
mitjancant una analisi d’estimaci6 estadistica amb el programa d’analisi genética
THESIAS (http://genecanvas.ecgene.net/) (Tregouet et al. 2004). Aquest metode fa una
estimacio dels haplotips presents en la mostra a partir de les freqiiencies al-leliques
observades de cada polimorfismes. Els models que es plantegen per aquesta inferéncia
son algoritmes EM (de I’angles Expectation-Maximization) (Slatkin et al. 1996) per tal de
trobar una aproximacio numerica. Aquest algoritme que es troba implementat en diferents
programes dona unes estimacions de maxima versemblanca de les freqiliencies

haplotipiques. Aquest programa, a més, permet analitzar I’associacid entre els diferents
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haplotips identificats i un fenotip determinat i avaluar I’efecte de 1’al-lel menys freqiient

d’un polimorfisme concret, respecte a 1’altre al-lel, en un mateix fons haplotipic.
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4.1. Caracteritzacio de GAS6

Amb D’objectiu d’identificar 1’estructura génica del gen GAS6 hem realitzat cerques
de similitud de seqiiencia a partir de la seqiiencia de referéncia del cDNA de GAS6

(NM_000820).
4.1.1. Determinacidé de I'estructura genica

El punt de partida utilitzat per a la identificacié de les seqiiencies géniques del GAS6
va ser el seu cDNA. Qualsevol semblanca entre les seqiiéncies de les bases de dades 1 el
cDNA del gen podia ser suggestiu de ser una seqiiencia associada al gen. Les bases de
dades accessibles per realitzar 1’analisi d’homologia foren GenBank del NCBI (National
Center for Biotechnology Information), I'EMBL (European Molecular Biology
Laboratory) Nucleotide Sequence Database 1 la base de dades de Celera (vegeu
’APARTAT 3.1.1., PAGINA 59). L’algoritme més popular usat en la cerca
d’homologies és el BLAST (vegeu ’APARTAT 3.1.2., PAGINA 62) i s’utilitza el
format FASTA per introduir-hi les seqiiéncies. Aquests programes estan integrats en

sistemes com 1’Entrez (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez).

Les cerques inicials (finals de I’any 2001) amb el programa BLASTn a les seqiliencies
del genoma huma amb el cDNA de GAS6 varen permetre la identificacié d’una serie de
seqiiencies desordenades de la base de dades de Celera, concretament els contigs
GA_xX2HTBKU7WGK, GA_x39G1FFYRMS8, GA_x5YUV32W8MG (anteriorment
amb el nom GA x5YUV32VS4F), hCG1811217 (anteriorment amb el nom
GA x5YUV31SQYN), GA_x39G1FFYRUN, GA_x39G1FFYRMH i
GA_x39G1FFYRME (GA x5YUV31SQYN) (TAULA 11 i FIGURA 18). Aquesta
nomenclatura s’anava actualitzant cada cop que s’enllacaven diferents conjunts de
seqiiencies 1 el nom nou es referia a I’antiga seqiiéncia i la seqiiéncia identificada de nou.
Abans de la identificacié per part del nostre grup, a la base de dades publica només
apareixia el contig ‘gil0801406° que corresponia a la seqiiéncia d’algun ex6 de GAS6

perd de manera desordenada i amb zones de seqiiéncia sense desxifrar en mig.

Aquests contigs identificats corresponien a seqiiencies del genoma huma localitzades
a la zona més allunyada del centromer del brag¢ llarg del cromosoma 13, la qual cosa
suggeria que podien ser seqiiencies del gen GAS6 que ja havia estat descrit que es situava

en aquesta zona del cromosoma.
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TAULA 11
Identificacid de contigs que contenen seqiiéncies de GAS6 mitjancant BLASTn. °: la
identitat de seqiiencia en aquest cas inclou també algunes regions introniques flanquejants
Contig Exé Identitat® Evalor Base de dades
gil0801406 4 44/49 2,0 GenBank
(Octubre 2001) 10 162/164 3e-80
11 165/165 3e-86
GA x2HTBKUTWGK 2 169/169 5e-89 CDS
(Juliol 2001) 3 26/26 0,001
4 65/65 5e-27
7 125/125 8e-63
8 125/125 8e—-63
9 122/122 5e-61
13 176/176 3e-89
14 233/233 e-127
15 442/449 0,0
GA x39G1FFYRMS 7 125/125 4e-60
(Agost 2001) 8 125/125 4e-60
GA x5YUV3Z2W8MG 3 26/26 0,19
(Agost 2001) 4 65/65 5e-24
GA x5YUV32VS4F 7 125/125 9e-59
8 125/125 9%e-59
(s"hi afegeix..) 1(5") 49/68 0,003
Octubre 2002 2 169/169 le-83
9 122/122 2e-56
10 194/194 4e-98
13 176/176 9e-88
14 233/233 e-120
15 442/449 0,0
hCG1811217 5(5") 52/52 2e-16
(Gener 2002) 9 122/122 Te=-57
GA x5YUV31SQYN 10 194/194 le-98
11 165/165 9e-82
12 169/169 4e-84
13 176/176 4e-88
14 233/233 e-121
15 442/449 0,0
(s"hi afegeix..) 2 169/169 4e-84
(Octubre 2002) 3 26/26 0,25
4 65/65 Te-24
GA x39G1FFYRUN 1(3") 46/46 le-11
2 169/169 8e-83
3 26/26 4,6
4 65/65 le-22
5 (parcial-5") 51/51 2e-14
9 122/122 le-55
10 194/194 3e-97
11 165/165 2e-80
12 169/169 8e-83
13 176/176 Te-87
14 233/233 e-120
15 442/449 0,0
GA x39G1FFYRVH 6 123/124 8e-55
(Setembre 2002)
GA x39GIFFYRME 5(3") 52/59 %e-14
(Desembre 2002)
(Marc 2003) 5 116/123 2e-50
GA_x5YUV31SQYN) 6 125/125 %9e-60
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Les darreres cerques a la base de Celera, abans que es fes public el total de la
seqiiéncia del cromosoma 13, indicaven que el possible gen GAS6 per metodes
matematics tenia un total de 12 exons, entre els quals no s’incloien els exons 1, 51 6 ates

que eren zones de dificil accés.

FIGURA 18
Identificacio de contigs que contenen seqiiencies de GAS6.

GA_x2HTBKU7WGK

gi10801406

GA_x39G1FFYRMS8

GA_x5YUV32W8MG

hCG1811217

GA_x39G1FFYRUN

GA_x39G1FFYRMH

GA_x39G1FFYRME

PR

GAS6: BK 001240

Exons: *en , els identificats en primer lloc

* en verd, els identificats posteriorment a les acualitzacions dels contigs.

L’algoritme que genera el programa BLASTn calcula el valor E (de 1’angles
Expectation), ¢és a dir, la probabilitat que aquesta seqiiéncia problema sigui idéntica per
atzar a les diferents seqiiencies de les bases de dades que s’hi han alineat. Quan més baix
¢és el valor E més significant €s la probabilitat que siguin semblants dues seqiiencies. En
el cas que la mida de la seqiiencia sotmesa sigui alta (més de 50 pb), hi haura major
especificitat i les seqiliéncies de sortida que ens ofereix el programa seran més semblants

a la seqiiéncia problema. Per exemple, pel que fa a I’exé 3 de GAS6, com que només té
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25 pb ens dona un valor d’E = 0,008 , mentre que I’ex6 8, amb 122 pb, obté un valor E=
7e-62; perque és molt més dificil trobar aquesta seqiiéncia especifica a I’atzar en tot el
genoma. Les regions flanquejants exd/intr6 estan definides com els punts als quals les
seqliencies genomiques perden la identitat amb el cDNA 1 es va comprovar que tots els

llocs acceptors/donadors de splicing segueixen la regla AG/GT.

L’encaix de totes les seqiiéncies identificades corresponents als diferents exons va
anar seguida d’una verificacié de la seqiiéncia per seqiienciacié directa dels productes de
PCR que incloien els diferents exons i les regions flanquejants. Un cop confirmades
varen ser sotmeses a la bases de dades GenBank (els numeros d’accés corresponents a

cada seqiiéncia es troben a la TAULA 12).

TAULA 12
Organitzacio génica del GAS6.
Ex6 Mida (bp) 5*donador splicing® 3°acceptor splicing® GenBank® Intrd (kb)  E valor
1= 222 tyaggtgCCGCAGCCG.. LCTTGytgagt AYE56830 0.1 2E-37
2 167 ctoccteogggoagCCGe.. L GACGgtgage AYZ56830 15,5 4E-88
3 25 ttocttttboccacagGATT. . TTAGgtasgt AYZ256831 1,4 0,008
4 63 ctotottectgeaglCTG. . CAAlhgtaagr AY256832 6.7 4E-26
5 123 gtgtocccaatcaghCCcT. . ALAGgtacgt AT256833 1,5 4E-48
& 123 gtgottgbtooccagATGT..  CAAGgtasgo AY256834 2,4 JE-62
7 123 ttttttgottgoaghCAT. . CGAGgtaccoe AT256835 0,8 TE-62
2 122 cototggotygeagATGT. . TGAGgtagge AT256836 1,8 TE-62
9 11% cecgtoecgtggoag>ACh . CCAGgtgagg AYE56837 0,1 4E-60
10 180 ctgtgggtgoccagGCTG. L GAChgtgagh AYZ56838 3,6 5E-103
11 165 ctgoctebtottocagATCT. . GCCTgtgagt AYZ25683% 1,4 9E-36
12 169 ctotgoctttocagATAL, . TACAgtaagr AY256840 34 4E-88
13 176 cgotttcattgoagTGCG. L GCAGgtaggg AYZ256841 1,2 3E-92
14 229 toggtotootgoaglTEE., L CCAGgtaggt AY256842 0,9 2E-126
15%* 445 tecotgegyeccagATGT. . ALAATaasa AT256843 0,0
2 Les MAJUSCULES indiquen nucleodtids dels exons i les minGscules dels introns, en

negreta les seqiiéncies consensus de splicing. ® Nimero de la seqiiéncia assignat al

GenBank.“ L’ex6 1 conté el codo ATG que codifica per la 1a metionina a la posicio 135. *

L’ex0 15 conté el codod d’aturada a la posicid 445.

D’aquesta manera s’ha pogut completar ’estructura del gen GAS6 huma que esta
format per 15 exons distribuits al llarg de 43.484 pb (FIGURA 19), amb un rang de mides
que va des dels 25 pb de I’ex6 3 fins a les 445 pb de I’ex6 15 (TAULA 12).

La seqiiencia completa del gen GAS6 amb 45.840 pb (765 pb a I’extrem 5”1 1.591 pb
a Dextrem 3’) va ser sotmesa a la base de dades publica GenBanK i va rebre

I’identificador BK001240.
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FIGURA 19

Caracteritzacio de U’estructura genica de GASé.

Les linies verticals corresponen als exons i les horitzontals als introns.
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L’analisi de I’estructura genctica ens va permetre identificar, en una primera fase, tres

regions de repeticions en els introns 51 10 (TAULA 13).

L’analisi de la repeticioé de I’intr6 5 mitjangant els encebadors (ISF 1 E6R), indica que

no és una repeticid polimorfica a la nostra poblacio. Les altres repeticions no s’han pogut

analitzar perque no disposen dels encebadors idonis per amplificar aquella zona.

TAULA 13

Caracteristiques de les repeticions identificades a GAS6.
(‘la localitzacié fa referéncia a BK001240); N= nombre de repeticions.

Repeticié __ localitzacié™ pb N conservacio
Intré 5 25.916 a 26.607 41 17 82%

Intré 10 A 32.651 a 33.108 38 12 99,5%

Intré 10 B 34.775 a 36.058 47 27 92%
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D’altra banda, 1’analisi informatica de GAS6 per possibles repeticions, mitjangant el
programa RepeatView, ens ha permes detectar elements repetitius en seqiliencies de DNA

diferents a les zones descrites anteriorment (TAULA 14).

Tenint en compte totes aquestes seqiiencies que formen part de zones repetides (més
de 8.700 pb), aproximadament el 19 % de la seqiieéncia de GAS6 correspon a zones de

seqiiéncia repetida.

TAULA 14
Repeticions detectades pel programa
RepeatView a BK001240.

Zona de longitud

Repeticid

5.181  6.270 1.090 pb

8.343  8.437 95 pb
12.532  12.704 173 pb
13.115  14.139 1.025 pb
17.132  17.351 220 pb
21.607  21.666 60 pb
22.591  23.445 855 pb
27.872  28.582 711 pb
30.570  31.227 658 pb
33.237  33.326 90 pb
36.493 36.829 337 pb
39.565 :: 39.888 324 pb
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4.1.2. Analisi de prediccié de seqliencies promotores

Amb D’objectiu d’aprofundir una mica més en 1’analisi del gen GAS6 del qual n’hem
determinat 1’estructura, hem realitzat estudis onl/ine per observar si hi ha zones que
presentin homologia amb seqiiéncies consensus promotores conegudes. La seqiiéncia
analitzada és la BK001240 i considerem el nucleotid +1 del gen al primer nucleotid que

¢és transcrit a mRNA.

Aixi, hem utilitzat diferents programes informatics que permeten la deteccio de possibles

regions promotores:

* Amb I’aplicaci6 FPROM (“human promoter prediction”) de SoftBerry
(http://www.softberry.com), es detecta tres zones susceptibles de ser regions
promotores a les posicions -38 pb, +295 pb (a I’exdé 1) i 1.007 pb (a I’intrd 2) respecte
I’inici del gen GAS6 (TAULA 15). No obstant, no identifica cap seqiiéncia consensus de
ser caixa-TATA en zones proximes a on esta situada la primera ATG (metionina) del

mRNA de GAS6.

TAULA 15
Resultats de [’analisi del FPROM de GAS6 (BK0O01240) i 5 Kb a 5’ de GAS6 (NT_077627).

Name: BK001240 test sequence (Length of sequence: 48.484 bp)
13 promoter/enhancer (s) are predicted
Posicié GAS6 posicid valor
rom.
4962 -38 pb LDF: +13.273
6007 1007 pb LDF: +9.062
5295 295 pb LDF: +7.857
5668 668 pb LDF: +7.602
31440 26440 pb LDF: +2.688 TATA box at 31409 +4.321 TAAATATA
12890 7890 pb LDF: +2.341 TATA box at 12860 +4.851 CATAAAGC
35625 30625 pb LDF: +2.110 TATA box at 35594 +5.644 TTTAAAAA
12119 7119 pb LDF: +0.418 TATA box at 12087 +7.587 CATAAAAA
3926 -1074 pb LDF: +0.256 TATA box at 3892 +3.514 AATAAAAA
2707 -2293 pb LDF: -0.021 TATA box at 2676 +5.702 CATATAAA
6334 1334 pb LDF: -0.103 TATA box at 6302 +5.392 AATAAATG
33160 28160 pb LDF: -0.704 TATA box at 33115 +5.535 TTTAAATG
23371 18371 pb LDF: -0.803 TATA box at 23343 +5.912 TTTAAAAA

* Amb el programa de prediccié de seqiiéncies promotores Promoter 2.0 Prediction
Server del Center for Biological Sequence analysis (CBS) de la Technical University of
Denmark DTU (http://www.cbs.dtu.dk/), es detecta una zona reconeguda com a possible

regi6é promotora amb la maxima puntuacio de tot el gen a la zona de 500 pb de I’inici de
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la seqiiencia BK001240 o a —265 pb de I’inici de GAS6 (TAULA 16). La resta de zones
es presenten en una puntuacid molt menor i no han estat considerades com a zones

d’importancia en seqiiéncies promotores.
TAULA 16

Analisi de 5Kb a 5’ de GAS6 (NT_077627) i 5 Kb després de l’inici del gen (BK001240)
amb el programa Promoter 2.0 Prediction Server (http://www.cbs.dtu.dk).

Position (pb) Score Likelihood Posicid GAS6
1100 1.110 Highly likely prediction -3.900 pb
1700 0.542 Marginal prediction -2.200 pb
2800 1.185 Highly likely prediction -2.200 pb
3400 0.616 Marginal prediction -1.600 pb
4000 0.570 Marginal prediction -1.000 pb
4700 1.164 Highly likely prediction -265 pb
5900 0.534 Marginal prediction 935 pb
6500 0.665 Marginal prediction 1.435 pb
7100 0.526 Marginal prediction 2.135 pb

* Amb el programa de deteccid de caixes TATA (http://125.itba.mi.cnr.it/cgi-
bin/wwwHC_TATA.pl) s’ha identificat una Unica seqiiéncia a 547 pb de I’inici de
BKO001240 que podria ser la caixa TATA del gen GAS6 pero que es troba lluny de 1’inici

de transcripcio 1 que no ha estat confirmada en altres analisis (TAULA 17).

TAULA 17 Posicid a Localitzacid
BK001240 Patrd observat a GAS6
Potencials caixes TATA trobades a 1o
s 547 GGTATTGCGT - pb
la regio 5 de GAS6. 2.043 CCTTTTARAAG +1.277 pb
2.067 GGAATAAATG +1.301 pb
2.790 ACTTTAATAC +2.024 pb

Com la majoria de regions promotores, la regié flanquejant 5° proximal del gen GAS6
¢s més rica en GC que en AT. Per aixo, hem utilitzat diferents programes online per
detectar illes CpG que poden ser indicadores de les seqiiencies promotores del gen
(L’analisi amb la regi6 de 10 Kb a 5’del gen amb (NT 077627) no detecta cap altra illa
CpG, dades no mostrades).

* L’us de I’aplicaci6 Human promoter mapping using CpG islands del Zhang’s
Lab: Computacional Biology and Bionformatics Laboratory
(http://rulai.cshl.org/tools/CpG_promoter/) identifica dues regions a 1’analisi amb la
seqiiencia BK 001240, una de 1.056 pb (entre 547 pb i 1.603 pb), i I’altra de 371 pb
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(entre 1.662 1 2.033 pb) amb una proporcio de CpG superior a I’esperada per la zona que
indica que és una illa CpG (TAULA 18).

TAULA 18

Cerca de promotors utilitzant illes CpG (Human promoter mapping using CpG islands).
Resultats mostrats amb una probabilitat superior a 0,35.
CpG island pos. GAS6 Position posterior prob. Class
(547..1603) -218 - 838 b 0.85524603 e
(38070..38449) 37305 - 37684 b 0.71781838 "
(1662..2033) 897 - 1268 pb 0.50162692 "
(23223..234706) 22458 - 22711 rb 0.44306741 "-n
(43608..43994) 42843 - 43229 pb 0.40955412 "
(40408. .40796) 39643 - 40031 pb 0.39599650 "
(32615..33062) 31850 - 32297 pb 0.38058710 "
class "+" = CpG island is related to a promoter.
class "-" = CpG island is not related to a promoter.

* L’analisi de les primeres 10 Kb de BK001240 mitjangant I’aplicaci6 CpGPlot de
I’European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot) també
troba les dues regions reconegudes com a illes CpG en el programa anterior (TAULA 19 i

FIGURA 20) a GAS6 i només una illa CpG al gen PROS! (TAULA 20).

TAULA 19
Resultat de ’analisi de CpGPlot.

CPGPLOT islands of unusual CG composition

CPGPLOT islands of unusual CG composition
EMBOSS 001 de 1 a 10000

Observada/Esperada ratio > 0.60
Percent. C + Percent G > 50.00
Longitud > 200

Longitud 1057 (547-1603) (-219 pb a 837 pb de GAS6)
Longitud 372 (1662..2033) ( 897 pb a 1268 pb de GAS6)
FIGURA 20
Illes CpG (CpGPlot) de les 10 Kb inicials de BK0O01240 que conté el gen GAS6.
Putative lzlands
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TAULA 20

Resultat de I’analisi de CpGPlot a PROS1.
(-1 Kb a5’ del geni+ 3 Kba 3’ de l'inici de PROST).

Length 324

CPGPLOT islands of unusual CG composition
EMBOSS 001 from 1 to 4000

Observed/Expected ratio > 0.60
Percent C + Percent G > 50.00
Length > 200

(913..1236)

* 1 utilitzant I’aplicacié CpG islands mapping de http://www.itba.mi.cnr.it/webgene es

pot observar que hi ha una seqiieéncia molt rica en CpG: des del nucleotid 431 fins al

2.133 amb una ratio d’observats/esperats de 0,93. Hi ha un 69% de C+G i un 11% de

CpG. Es la zona del gen amb un valor més alt de seqiiéncies amb illes CpG (TAULA 21).

ots aquests programes coincideixen en assenyalar l’existéncia d’una zona situada
Tot t d lar 1’ t d tuad

aproximadament a 220 pb abans i 1.268 pb després de I’inici del gen.

TAULA 21

Resultat de l’analisi de les 10 Kb a 5’ de BK0O01240 amb |’aplicacié CpG islands

mapping.
ID BK001240
Results of CpG islands mapping Obs/Exp >0.60
URL: www.itba.mi.cnr.it/webgene
Key Location/Qualifiers
FT CpG_island 431 - 2133 %CpG= 11, Obs./Exp.= 0.93
FT CpG_island 6865— 7154 4, Obs./Exp.= 0.65
FT CpG_island 9131- 9430 5, Obs./Exp.= 0.62
FT CpG_island 9577- 9853 4, Obs./Exp.= 0.62
FT CpG_island 18274-18479 3, Obs./Exp.= 0.61
FT CpG_island 18482-18919 4, Obs./Exp.= 0.65
FT CpG_island 20228-20608 3, Obs./Exp.= 0.62
FT CpG_island 21176-21573 6, Obs./Exp.= 0.60
FT CpG_island 23619-23818 6, Obs./Exp.= 0.61
FT CpG_island 27863-28638 0, Obs./Exp.= 1.02
FT CpG_island 29031-29592 6, Obs./Exp.= 0.63
FT CpG_island 29865-30470 5, Obs./Exp.= 0.61
FT CpG_island 32336-33149 6, Obs./Exp.= 0.62
FT CpG_island 36492-37166 5, Obs./Exp.= 0.73
FT CpG_island 37394-38604 6, Obs./Exp.= 0.66
FT CpG_island 38926-39170 4, Obs./Exp.= 0.64
FT CpG_island 40269-40948 6, Obs./Exp.= 0.64
FT CpG island 43206-44448 6, Obs./Exp.= 0.66
FT CpG:island 44907-45106 6, Obs./Exp.= 0.60

Amb aquests resultats es pot deduir que el promotor de GAS6 no té caixa TATA i que

presenta dues illes CpG al voltant dels exons 1 1 2 del gen, on probablement hi ha les

seqliencies corresponents a llocs d“unid de factors de transcripcio.
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4.2. Relacid entre GAS6 i altres gens humans de
proteines dependents de la vitamina K

Aquesta comparacido de proteines, aixi com I’alineament del domini Gla i de la
seqiiencia del mRNA de GAS6 de les diferents especies analitzades, s’ha realitzat
mitjancant el programa MEGA (APARTAT 3.1.3., PAGINA 63) que permet obtenir
arbres filogenctics a partir de 1’alineament de les seqiiencies utilitzant el programa

ClustalW.

En primer lloc, s’ha fet I’analisi filogenética de les proteines dependents de la
vitamina K a 1’espécie humana. A la FIGURA 21 es pot observar 1’alineacio de les
seqliencies amb domini Gla realitzada amb el programa ClustalW de comparacié de
seqiiencies. El grau de conservaci6 de la zona del domini Gla és molt més gran que pel
conjunt de la proteina (TAULA 22). L’analisi amb el programa ClustalW ens indica que
el 44% de identitat de seqiiencia de les proteines GAS6 i PS es manté a nivell del mRNA,
amb una identitat del 42%. La mida dels exons de GAS6 ¢és similar a la dels exons de

PROSI 1 la diferéncia més important entre els dos gens ¢€s la longitud dels introns.

TAULA 22
Identitat de seqiiéncia entre la GAS6 i les proteines dependents de vitamina K.
Domini Gla Proteina completa
Proteina S 67 % 44 %
Proteina Z 51 % 26 %
Proteina C 49 % 25 %
Factor IX 55 % 25 %
Factor VI 47 % 23 %
Factor X 53 % 25 %
Protrombina 53 % 16 %
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FIGURA 21
Alineament dels dominis Gla de les proteines dependents de la vitamina K.
(E: acid glutamic(Glu), -:espai sense aminoacids, /: zona sense aminoacids)

Gash : LAAECA-—-——— A== -LAALLPAREATQFLRPRORRAFOVFEEAKD-GHLERECVEELCSREEAREVFENDPETD
Proteina 8: LVLEVS---—- f=—-EANLLSKQQASQOVL-VRERRANSILEETKO- GNLEREC IEEL CHEEEAREVFENDEFETD
Proteina 7: RVEP-—-———-—— S == ——SVFLPASKANDVLVERWERAGSTLLEELFE-GNLEKECYEEICVYEEAREVFENE VVTD
Proteina C: GTPAPL----—- f=--D3VFS35ERAHOVLE IRERANS-FLEELRH-33LERECIEEICDFEEARE IF QNVDDTL
Factor [¥: LLGVLLSAE--/---CTVFLDHENANE ILNRPERYNSGELEEFVO-GNLERECMEEECSFEEAREVFENTERTT
Factor ¥1I: AAGGVAKASGGE-. . . RVFVTQEEAHGVLHRERRRANA-FLEELRP-GSLERECKEEQCSFEEARE IFEDAERTE
Factor X: ILILG-------- f=--ESLF IRRECANNILARVTRANS-FLEEMEK- GHLERECMEETCS YEEAREVFEDS DETH
Factor [1: cCSLVHS--—--- S == —QHVFLAP QQARSLLORVRRANT-FLEEVRE-GNLERECVEETCS YEEAFEALESS TATD
Osteocalcing : GOAGARPSGAES SK-————- GAAFVEKOEGEEVVERPRRYLYOWL GAPVP -¥PDPLEFP RREVCELNPDC DELA

WGP CYESHESMES-————————— TELNFFINRRNANTF ISF QURWRAKVOER IRERIKFVHELNREAC DD YRL CER T4

Hem realitzat I’analisi filogenetica de les proteines dependents de la vitamina K per
observar quina ¢s la similitud de seqiiéncia entre aquestes proteines que contenen un
domini Gla (FIGURA 22). Sobretot hi ha una gran semblanca entre la proteina S i la
GAS6 que es manté tant a nivell del cDNA com amb la proteina. Amb la resta de
proteines dependents de la vitamina K aquesta similitud és principalment a nivell del

domini Gla.

FIGURA 22

Comparacio de les seqiieéncies de les proteines dependents de la vitamina K.
Els valors indiquen distancies d’evolucié estimades en el nombre de substitucions
(aminoacid o nucleotid) per lloc.

GASG
PROTEINA §
PROTEINA C
PROTEINA Z
FACTOR X
FACTOR IX
FACTOR ¥II
FACTOR II

OSTEOCALCIMNA

MGP
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4.3. Identificacio del gas6 d’altres espécies

En el desenvolupament d’aquest estudi, també ha estat identificat el gen gasé6 de les
especies de rata 1 ratoli seguint el mateix procediment que per la identificacié del gen
huma. L’estructura dels gens gas6 en ratoli 1 rata es va determinar mitjangant I’estratégia
descrita anteriorment (vegeu I’APARTAT 4.1.), per BLAST dels seus cDNA contra els
respectius genomes, va permetre identificar 1’estructura genética, és a dir, localitzar els
exons 1 els introns, 1 observar-ne 1’homologia quant a estructura. D’aquesta manera

teniem una nova confirmaci6 de I’estructura identificada.

El gen gas6 de rata esta localitzat a la regi6 16q12.5 i el de ratoli a la regié Al.1 del
cromosoma 8, presenten una estructura genética molt similar al gen huma, amb també 15

exons 1 14 introns (TAULA 23).

TAULA 23
Estructura genetica del gen GAS6 en huma (Hs), ratoli (Mm) i rata (Rn) i el gen PROS1
huma.

Ex¢6 Hs (pb) Mm (pb) Rn (pb) PROSI Intr6 Hs(Kb) Mm (Kb) Rn (Kb)
Ex-1 (ATG) 222 (88) 250(83) 104 (79) 188 In-1 0.1 0.2 0.2
Ex-2 167 167 167 158 In-2 15.5 8.2 10.2
Ex-3 25 25 25 25 In-3 1.4 1.9 1.9
Ex-4 63 63 63 87 In-4 6.7 4.5 4.7
Ex-5 123 123 123 123 In-5 1.5 0.6 0.7
Ex-6 123 123 123 132 In-6 2.4 1.1 1.1
Ex-7 123 123 123 126 In-7 0.8 0.8 0.8
Ex-8 122 122 122 122 In-8 1.8 1.0 1.0
Ex-9 119 119 119 115 In-9 0.1 0.2 0.2
Ex-10 190 190 190 190 In-10 3.6 3.0 2.7
Ex-11 165 165 165 168 In-11 1.4 1.1 1.0
Ex-12 169 169 169 169 In-12 34 1.9 1.6
Ex-13 176 173 173 152 In-13 1.2 1.3 1.3
Ex-14 229 229 229 226 In-14 0.9 0.7 0.7
Ex-15* 155 (+290) 155 (+386) 155 (+523) 100(+1.132)

* Fins al codd Stop, aquest inclds. L’inici de tots els exons del GAS6 a les diferents espécies
es troben a la mateixa fase.

El gen gas6 de ratoli (Mus musculus (Mm)) 1 de rata (Rattus norvegicus (Rn)) han
estat analitzats en un procés similar al realitzat per la identificacié del gen GAS6 huma.
Per ratoli s’ha wutilitzat les bases de dades Rat Genome Database (RGD,
http://rgd.mvw.edu) i la Celera Mouse Fragments (http:/cs.celera.com) utilitzant les

seqiiéncies de cDNA com a motlle (NM_019521 a la rata i NM_057100 al ratoli) i s’ha
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identificat els contigs NW 043053 i NT 039455 que contenen els gens per a rata i ratoli,

respectivament.

Les recents publicacions dels genomes de les espécies Homo sapiens (home), Mus
musculus (ratoli), Rattus norvegicus (rata), Danio rerio (peix zebra), Xenopus laevis i
Xenopus tropicalis (granotes africanes), Gallus gallus (gall), Bos taurus (vaca) i Canis
Sfamiliaris (gos), ha permes obtenir les seqiiencies dels seus respectius mRNA per tal de
poder fer una analisi filogenetica de gas6 (FIGURA 23). El resultat de 1’analisi BLAST
esta descrit a la TAULA 24. La identificaci6 d’exons en altres espécies usant el mRNA de

GAS6 huma (NM_000820) esta descrit a ’APENDIX 1.

FIGURA 23

Arbre filogenétic de diferents especies pel mRNA de gasé.
Els valors indiquen distancies d’evolucié estimades basades en el nombre de substitucions per
lloc.

Homo sapiens

—
l—l— Macaca mulata

_|7 Bos taurus
Canis familiaris

Mus musculus

Fattus norvegicus

_‘ Monodelphis domestica

Gallus gallus

— Kenopus laevis
I Kenopus tropicalis

Dario rerio

Actualment, a la base de dades publica, hi ha la seqiiéncia de cDNA de GAS6 de les
especies segiients: Homo sapiens (home), Mus musculus (ratoli), Rattus norvegicus (rata),
Gallus gallus (gall), Xenopus laevis 1 Xenopus tropicalis (granotes africanes) 1 Danio
rerio (peix zebra), mentre que especies com Monodelphis domestica (marsupial), Rhesus
mulata (macaco), Bos taurus (vaca), Canis familiaris (gos), que se’n coneix la seqiiencia

del genoma, s’ha d’estimar quin és el seu mRNA de GAS6 més probable.

Ates que els mRNA de les diferents espécies contenen seqiiéncies que no codificaran

per proteina (les regions no transcrites dels exons 1 1 15) i, per tant, les divergencies
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evolutives son majors, les comparacions entre les diferents especies que s’han realitzat
només s’han portat a terme amb aquestes seqiiencies codificants per proteina. L’analisi
amb el programa ClustalW ha permes determinar que el gen GAS6 huma presenta una

identitat de seqiiéncia del 80% amb la proteina GAS6 de ratoli i del 81% amb la de rata.

TAULA 24
Valors obtinguts de la comparacié amb BLASTX de la seqiiéncia de la proteina GAS6
contra la base de dades de proteines (*: aminoacids similars).

Referéncia espécie Identitat similitud®

XM 844530 Canis familiaris 536/635 (84%) 582/635 (91%)
NM 057100 Rattus norvegicus 537/639 (84%) 575/639 (89%)
NM 019521 Mus musculus 528/637 (82%) 571/637 (89%)
XM 580667 Bos taurus 464/583 (79%) 511/583 (87%)
NM 001015965 Xenopus tropicalis 410/639 (64%) 508/639 (79%)
DQ324381 Notophthalmus viridescens 413/637 (64%) 498/637 (78%)
BC076835 Xenopus laevis 403/637 (63%) 504/637 (79%)
XM 416936 Gallus gallus 335/570 (58%) 408/570 (71%)
NM 199978 Danio rerio 327/636 (51%) 422/636 (66%)
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4.4, Variabilitat al gen GAS6

A mesura que vam anar identificant les diferents seqiiéncies que corresponien als
exons de GAS6 es van dissenyar encebadors que permetessin 1’amplificacié d’aquests

exons 1 les respectives seqiiencies introniques flanquejants (FIGURA 24).

D’aquesta manera es va aconseguir amplificar 14 fragments que corresponien als 15
exons del gen GAS6 1 a laregié 5° del gen.
FIGURA 24

Localitzacié dels fragments a GAS6 amplificats per PCR.
Les linies verticals corresponen als exons i les horitzontals als introns.

4.4.1. Deteccid i caracteritzacio de variants

Les substitucions d’una sola base quan estan localitzades en zones codificadores
poden comportar canvis d’aminoacid o ser substitucions sinonimes (no es modifica
I’aminoacid). Si aquest canvi es produeix en una zona no codificadora, pot ser que no
tinguin efecte, pero també poden destruir les regions conservades de splicing (GT-AQG),
poden activar llocs de splicing criptics o produir algun altre efecte que pugui modificar

I’expressio del gen.

La major part dels metodes actuals de deteccidé de mutacions desconegudes es basen
en la tecnologia per PCR. Si els gens son petits de mida es pot optar per seqiienciar
directament de la mostra amplificada. Si el gen és gran, com ¢és el cas del GAS6, de 44 Kb
aproximadament, amb 15 exons i 14 introns, s’ha d’optar per alguna altra estratégia més

rapida 1 eficient, com pot ser 1’analisi de SSCP.

4.4.2. Analisi dels SSCP per identificar variants

La técnica de SSCP/HD (APARTAT 3.7., PAGINA 85) ha estat utilitzada per cercar
variants al gen GAS6. A partir del DNA genomic extret es va amplificar en diferents
fragments que contenien els exons i les seves regions introniques flanquejants, utilitzant

els oligonucleotids especifics que es mostren a la TAULA 4.
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Amb la finalitat de trobar les variants que estan en un percentatge superior al 2,5%,
els fragments que contenien els exons i les seqiiencies introniques flanquejants de GAS6
es van amplificar i analitzar pel metode dels SSCP en un minim de 20 mostres de DNA

procedents d’individus controls sans.

L’analisi dels fragments corresponents als exons 3, 7, 8, 11, 12, 13 i 14 indica la
preseéncia de variants (FIGURA 25) que foren confirmades per seqiienciacié (FIGURA

26).

FIGURA 25
Analisi per SSCP dels fragments amplificats de GAS6, amb una variant identificada.
c.280+170C>G c.713-155 T>C c.712+26 G>A
———— 1¢.834+7 G>A
CC CCT CC GG T TC CCTT TC GG GG FA' GA
GG GA GA GA AA
— | - L J i 4
—- - —— e 1: :k — - o e
K Exo 7
[P —— ’:
c.1264 G>C c.1332 C>T
M CC CT CT CC CC
- - ===
Exo 3
Ex6 12
- i L —
Ex6 8 Exo 11
c.1478-94 C>G c.1879 T>C
EORCEGEREe ™ - CG TCCCTC - TT
= E - e 5 —
Ex6 13 Exo 14

Als altres fragments amplificats (els corresponents a la zona 5 del gen i als exons 1,

2,4,6,9,101 15) no s’hi va identificar cap variant (FIGURA 27).
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FIGURA 26

Seqiienciacio de les variants de GAS6 identificades per la tecnica dels SSCP.
A: seqiiéncia d’individu homozigot per U’al:-lel més freqlient.
B: seqiieéncia d’individu heterozigot.
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L’amplificacié de la regi6 5° del gen que contenia 567 pb abans de I’inici de
transcripcio, aixi com la zona de I’ex6 1 1 2 varen ser complicades d’analitzar atés que
presenten un alt contingut amb seqiiéncies de C i G que li confereixen una estructura
secundaria dificil de separar per permetre la uni6 dels oligonucleotids 1 realitzar
I’amplificacié. Els exons 1 i 2 presenten el 83% 1 el 72 % de nucleotids C 1 G,
respectivament. Varem provar diferents solucions tamponants, DMSO a diferents
concentracions, i finalment vam provar ’aminoacid betaina (N,N,N-trimetilglicina) en
unes concentracions entre 1,3 M i 2 M que ens ha permes amplificar correctament el

producte a analitzar (FIGURA 27).

FIGURA 27
Analisi per SSCP dels altres fragments amplificats de GAS6, sense canvi identificat.
5’-UTR Exons 112
oot o e et <f=d- | fopop=t -
Ex6 15
E?kztb'”f BroEE

D’aquesta manera s’han pogut identificar i caracteritzar 5 variants en els introns 3, 7,
8112, 1 3 variants en la seqiiéncia codificadora, en els exons 11, 121 14 (FIGURA 28 i

TAULA 25).

genotipacio dels polimorfismes 126



resultats

FIGURA 28
Localitzacid de les variants identificades al gen GAS6 huma.

c.834+7 G>A

¢.280+170C>G ¢.713-155 T>C c1332C>T - c.1869T>C
¢.712426 G>A ¢.1263G>C  1478-94C>G

AT Lu
112 34 5 f TR 9 10 11 12 13 14 %5

e

o €-600+304-377del a0 44 ¥

I
L

Els polimorfismes identificats van ésser sotmesos a la dbSNP per assignar-li un nom

identificatiu (TAULA 25).

TAULA 25
Variants (SNP) identificades a GASé.
nd: no determinat

Polimorfisme dbSNP Localitzacié  Efecte
€.280+170 C>G rs8191973 intré 3 nd

c.712+26 G>A rs7331124 intro 7 nd

c.713-155 T>C rs7323932 intro 7 nd

€.834+7 G>A rs8191974 intré 8 nd

c.1263 G>C rs8191975 exo 11 Sinonim-L421
c.1332 CT rs1803628 exo 12 Sinonim-C444
c.1478-94 C>G rs7987377 intré 12 nd

c.1869 T>C rs7400002 exo 14 Sinonim-A623
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L’analisi posterior del fragment que contenia I’ex6 5 va permetre identificar un altre
polimorfisme freqiient a la poblacid: es

tracta d’una delecio-insercié de 73 pb FIGURA 29

a I’intrd 5 (c.600+304-377 del) la qual Analisi del polimorfisme c.600+304-377del
a l’intro 5 (+:insercio; -: deleci6)

es pot analitzar facilment amplificant
la zona delimitada pels encebadors E’_‘ ]+. T ST T
corresponents  (els  oligonucleotids *- --

ESF-E5R); I’al-lel normal del producte

amplificat per PCR resulta en un

fragment 786 pb de mida, mentre que
si és present la delecié de 73 pb, la mida del fragment resultant és de 713 pb. Aquests dos
al-lels son detectables i visualitzables per electroforesi en un gel d’agarosa al 2,5%

(FIGURA 29).

Un cop identificats i caracteritzats els diferents polimorfismes, calia trobar el métode
d’analisi més senzill per la genotipacié del maxim nombre de mostres de la nostra
poblacio atés que en els estudis d’associacid, la significacio estadistica és proporcional al
nombre de mostres analitzades 1 al risc associat. Per tant, amb nombres de mostres més

grans seriem capagos de trobar efectes génics més subtils.

Amb I’objectiu de genotipar més rapidament les variants identificades es van
desenvolupar diferents metodes d’analisi: la digestid amb enzims de restriccio i la
determinacio de la temperatura de fusié amb una sonda sensor especifica del fragment

polimorfic mitjangant la tecnologia QF-PCR en el LightCycler” (FIGURA 30).

FIGURA 30 (A-H)
Analisi dels genotips dels diferents polimorfismes del GASé.
Els encebadors, sondes i condicions d’amplificacio corresponents a cada fragment es troben a

UAPARTAT 3.8.2. (TAULES 4i 7).

A. ¢.280+170 C>G: I’analisi d’aquest polimorfisme es va realitzar amb la tecnologia de

QF-PCR amb el LightCycler® (al-lel C: 56°C; al-lel G: 61°C).

Melting Peaks

0,08
0,078]
0,058]
0,032]

0,018

B

~(d/dT) Fluorescence (640)

0022

4 42 44 46 4 S0 52 54 s 53 60 62 64 €6 68 70 72
Temperature (°C)

genotipacio dels polimorfismes 128



resultats

B. ¢.712+26 G>A: analisi per LightCycler® (al-lel G: 62°C; al-lel A: 67°C).

Melting Peaks

0,082
0,072

i 0,082 GG 4/
< 0,052 \
2 0,042]
8 0032
E ooz
£ 0,022
g ooz
£ ooz
§ -0.00gf
* 0,018
-0,028

GA

42 44 4 43 S0 52 54 S5 58 60 62 64 65 68 70 72 T4 76 78 80
Temperature [C)

C. ¢.713-155 T>C: analisi per digestio enzimatica amb I’enzim Bsr I (al-lel T: 481pb;
al-lel C: 427 pb + 54 pb).

'Tc TTcc MR TT ccTC TT
| k|

|« 481 pb
|+ 427 pb

D. ¢.834+7 G>A: analisi mitjancant dos métodes: per digestio amb enzim de restricid
AlwN 1 (al'lel G: 481pb; al-lel A: 345pb + 146pb) i amb el LightCycler® (al-lel G: 65°C;
al-lel A: 71°C).

0,018]

ence (640/530)

=_=_.=.
s 3 =
£ 8.

=(d/dT) Fluoresc:
s
o
2

g

S0 &2 54 55 S5 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 8 82 84
Temperature (°C)

E. ¢.1263 G>C : analitzat amb tecnologia de LightCycler® (al-lel G: 59°C; al-lel C:
65°C).

Melting Peaks

0,08
0,07
0,081 GG \ GC
0,054
0,044
0,03
0,021
0,014
0,000
0,019

ence (640)

~(d/dT) Fluoresc:

40 42 4 45 43 S0 g2 54 g g3 B0 62 G4 65 68 70 72 T4
Temperature (°C)
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F. ¢.1332 C>T : analitzat per digestio enzimatica amb I’enzim Nla 111 (al-lel C: 285 + 73
pb; al-lel T: 358 pb).

358 pb

73 pb

G. ¢.1478-94 C>G : analitzat per digestioé enzimatica amb 1’enzim BstU I (al'lel C: 514
pb + 57 pb; al-lel G: 357 pb+ 157 pb + 57 pb).

157 pb

H. ¢.1869 T>C : polimorfisme analitzat per digestié enzimatica amb ’enzim Msp 1.
Visualitzacio per electroforesi en gel d’acrilamida 29:1 al 12% 1 tincidé amb nitrat de plata

(vegeu ’APARTAT 3.6.4.) (allel T: 289 pb + 79 + 76 pb; al-lel C: 203 pb + 86 pb +79
pb +76 pb).

< TTTRME TT TI.ITIC TTTG
2 . 465
o b <+—— 289 pb
- - 203 pb
(86 +)
ix 79 +

- 76 pb

genotipacio dels polimorfismes 130



resultats

4.5. Associacidé entre polimorfismes del GAS6 i la
malaltia aterotrombotica: estudis en diferents
poblacions

Amb els polimorfismes identificats vam realitzar estudis cas-control en diferents
poblacions a les quals el gen GAS6 podia ser un gen candidat a estar associat amb les

malalties analitzades.

4.5.1. Estudi en malaltia aterotrombotica

A la TAULA 26 cs descriu que tots els polimorfismes que hem analitzat es troben en
I’Equilibri de Hardy-Weinberg (HWE) en els diferents grups de pacients amb patologia
aterotrombotica i en el grup de controls, procedents de I’Hospital Virgen del Rocio de
Sevilla.

TAULA 26

Valors P del test de y* per U'estudi del HWE a la poblacio de malalts amb
malaltia aterotrombotica (en paréntesi nombre de mostres).

Controls (110) ANGINA (68) ICTUS (71) IAM (49)

c.280+170 C>G 0,99 0,12 0,76 0,62
c.712+26 G>A 0,99 0,24 1,00 0,96
c. 713-155 T>C 0,91 0,31 0,99 0,83
c.834+7 G>A 0,71 0,52 0,51 0,91
c.1263 G>C 0,73 0,93 0,93 0,86
c.1332 C>T 0,99 0,75 0,88 0,99
c.1478-94 C>G 0,99 - - -

c.1869 T>C 0,38 - - -

A la TAULA 27 hi ha una descripcié dels resultats de la genotipacié en aquesta
poblacio dels polimorfismes del GAS6, segons 1’ordre de 5° a 3 del gen.Els
polimorfismes ¢.1478-94C>G (localitzat a I’intrd 12) 1 el ¢.1869T>C (localitzat a I’exo
14) que van ser els darrers en ésser caracteritzats no van poder ésser analitzats en aquesta

poblacio de pacients.

Cinc dels polimorfismes analitzats (c.280+170C>G, ¢.712+26G>A, c.713-155T>C,

c.1263G>C 1 ¢.1322C>T) no revelen diferéncies estadisticament significatives ni a les

genotipacio dels polimorfismes 131



resultats

freqiiencies al-leliques ni a les freqliencies genotipiques dels pacients respecte a la

poblacio control.

Pel que fa al polimorfisme c¢.834+7G>A, al grup de pacients hi ha una freqiiéncia
al-lelica 1 genotipica significativament més baixa respecte als individus control, sobretot
en els pacients que han patit ictus. Als altres subgrups, pacients que han sofert un infart
de miocardi o una angina de pit, tot 1 tenir unes freqiiéncies del genotip AA 1 de ’al‘lel

A meés baixes que a la poblaci6 control no s’arriba a la significacio estadistica.

TAULA 27

Freqiiencies al-leliques i genotipiques dels polimorfismes del GAS6 en pacients amb
diferents manifestacions de la malaltia aterotrombotica.

21:al-lel més freqiient; 2: al-lel menys fregiient. ® Valor P en el test de y* de les freqiiéncies
al-leliques i genotipiques esperades a la poblacio de pacients amb les freqiiéncies dels
individus controls; Angina: angina de pit; Ictus: accident cerebrovascular; IAM: infart agut de
miocardi.

Polimorfisme n_ freq.(2)* p° freq.(11) freq.(12) freq 22)  p°
1>2
c.2804+170 C>G Controls 110 0,141 0,74 0,24 0,02
Pacients 185 0,127 ns 0,78 0,20 0,01 ns
Angina 65 0,123 ns 0,78 0,19 0,03 ns
ICTUS 71 0,134 ns 0,76 0,21 0,3 ns
IAM 49 0,122 ns 0,75 0,25 0,00 ns
c.712+426 G>A Controls 106 0,189 0,66 0,30 0,04
Pacients 186 0,175 ns 0,067 0,31 0,02 ns
Angina 68 0,169 ns 0,66 0,34 0,00 ns
ICTUS 70 0,171 ns 0,69 0,29 0,03 ns
IAM 48 0,188 ns 0,67 0,29 0,04 ns
c.713-155 T>C Controls 110 0,468 0,27 0,52 0,21
Pacients 169 0,459 ns 0,28 0,51 0,21 ns
Angina 59 0,449 ns 0,26 0,59 0,15 ns
ICTUS 69 0,493 ns 0,26 0,49 0,5 ns
IAM 41 0,415 ns 0,37 0,44 0,19 ns
c.834+7 G>A Controls 104 0,404 0,44 0,38 0,18
Pacients 185 0,303 0.02 0,46 0,47 0,07 0,03
Angina 68 0,346 ns 0,40 0,51 0,09 ns
ICTUS 69 0,232 0.005 0,57 0,40 0,03 0,008
IAM 48 0,344 ns 0,42 0,48 0,10 ns
c.1263 G>C Controls 104 0,072 0,86 0,14 0,00
Pacients 185 0,051 0,90 0,10 0,00
Angina 68 0,044 0,91 0,09 0,00 ns
ICTUS 70 0,043 0,91 0,09 0,00
IAM 48 0,074 ns 0,85 0,15 0,00 ns
c.1322 C>T Controls 102 0,103 0,80 0,19 0,01
Pacients 175 0,066 0,87 0,12 0,01
Angina 63 0,087 0,83 0,17 0,00 ns
ICTUS 69 0,058 0,88 0,12 0,00
IAM 42 0,024 ns 0,95 0,05 0,00 ns
c.1478-94 C>G Controls 99 0,096 0,82 0,17 0,01
c.1869 T>C Controls 70 0,336 0,46 0,41 0,13
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L’analisi de desequilibri de lligament (LD) (amb el programa 2LD (PAGINA 104))
entre els diferents polimorfismes en el conjunt d’individus (controls i pacients) d’aquesta
poblacio ens assenyala que no hi ha blocs clars de LD (FIGURA 31). Es pot observar
com els polimorfismes de I'intré 12 1 de I’ex6 14 estan en LD amb molts altres
polimorfismes perd no és possible confirmar-ho a causa del baix nombre de mostres que

han estat analitzades.

FIGURA 31
Analisi de desequilibri de lligament amb el programa 2ld.

intr6 7-5' | intr6 7-3' | intr6 8 | ex611 | ex612 | intré 12 ex614
intro 3 0,38 0,68 0,14 0,15 0,04 0,21 0,18
MF 026 | 031 |EGISOENN
intré 7-3' 0,12 0,07 0,3 0,34 0,27
2LD intré 8 0,36 0,03 0,23 0,17
exo 11 0,59
exo 12 0,05 0,74
intré 12 0,65

L’estudi dels haplotips dels 4 polimorfismes situats més a 5’ del gen GAS6 (intro 3,
els dos de I’intr6 7 1 el de I’intrd 8) en aquesta poblacio ens indica que no hi ha haplotips
que presentin una diferéncia estadisticament significativa entre pacients amb malaltia

aterotrombotica respecte a la poblacié control (TAULA 28).

Tampoc s’observa cap haplotip concret associat a cap dels tres subtipus de la
malaltia estudiada (angina de pit, accident cerebrovascular (ictus) i infart de miocardi),
tot 1 que I’haplotip CACA ¢és el que presenta uns valors de 1’Odds ratio més baixos
(factor de proteccid a patir la malaltia). No obstant, en el subgrup de malalts amb ictus,
els valors d’OR més baixos corresponen a tots els haplotips amb preseéncia de 1’al-lel A

en el polimorfisme de I’intré 8.
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4.5.2. Estudi en malaltia cerebrovascular

Un cop identificat el polimorfisme de 'intr6 8 que estava associat a malaltia
aterotrombotica i més concretament amb 1’accident cerebrovascular (Munoz et al. 2004),
(vegeu ’APENDIX 2) es va optar per confirmar aquests resultats amb un nou estudi
cas-control de pacients amb malaltia cerebrovascular, procedents de 1’Hospital Clinic i
Provincial (HCP) de Barcelona, la poblacié del qual podia subdividir-se en ictus
hemorragics i isqueémics i aquests darrers, segons el criteri de classificaci6 TOAST
(Adams et al. 1993), en grups de pacients que havien patit ictus d’origen aterotrombotic,
cardioembolic, llacunar, desconegut o d’altres causes. (APARTAT 1.4.5.). En aquest

nou estudi, doncs, s’hi inclou la malaltia cerebrovascular de tipus hemorragic.

4.5.2.1. Analisi dels polimorfismes del gen GAS6

L’estudi de tots els polimorfismes identificats inicialment al gen GAS6
(c.280+170C>G, ¢.712+26G>A, ¢.713-155T>C, ¢.834+7G>A, ¢.1263G>C, c.1322C>T,
c.1478-94C>G, ¢.1869T>C) s’ha realitzat en el conjunt de mostres d’individus control
(un maxim de 150 individus) i de pacients diagnosticats de diferents subtipus de malaltia
cerebrovascular (TAULES 29-32). Tots els SNP analitzats es troben en I’Equilibri de
Hardy Weinberg (HW) (TAULA 29).

TAULA 29

Valors P del test de y* per Uestudi de l’equilibri de HW a la poblacié de malalts
amb malaltia cerebrovascular (en paréntesi nombre de mostres analitzades).

Controls (147) 1. Isquémic (456) 1. Hemorragic (197)
€.280+170 C>G 0,54 0,97 0,91
€.600+304-377del 0,99 0,99 0,56
C.712+26 G>A 0,62 0,60 0,83
Cc. 713-155T>C 0,93 0,85 0,88
c.834+7 G>A 0,65 0,70 0,61
€c.1263 G>C 0,44 0,18 0,56
Cc.1332 C>T 0,39 0,78 0,95
€.1478-94 C>G 0,72 0,99 0,75
c.1869 T>C 0,68 0,61 0,54
PROZ
c.573+79 G>A 0,93 0,46 0,68
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Els resultats obtinguts ens indiquen que el polimorfisme de I’intr6 8 (¢.834+7G>A)
esta associat amb la malaltia cerebrovascular, tant en els subtipus d’ictus isquémics com
amb ictus hemorragics, perqué presenten una freqiiencia de 1’al-lel A de 0,35, inferior a

la 0,42 que s’observa en la poblaci6 control (TAULA 30).

La resta de polimorfismes analitzats mostren unes distribucions de genotips similars
entre pacients i controls, amb 1’excepcié del SNP de ’intr6 3 (c.280+170C>G) i el de
I’ex6 12 (c.1332C>T) que, malgrat que presenten unes freqiiencies al-leliques similars
dels al-lels menys freqiients (molt baixes), el baix nombre d’homozigots per 1’al-lel

menys freqiient introdueix un biaix a 1’analisi.

TAULA 30

Freqliéncies al-leliques (de l’al-lel menys freqiient) dels polimorfismes del GAS6 a la
poblacié amb malaltia cerebrovascular del HCP de Barcelona.

3valor de p en el test 2 comparant pacients amb controls, entre paréntesi s’indica el nombre
d’individus comptabilitzats.

Controls (n) Pacients (n) Valor P? I. Isq. (n) Valor P* |. Hemor.(n) Valor P?

c.280+170C>G 0,15 (147) 0,12 (647) 0,08 0,12(453) 0,01  0,12(194) 0,06
712426 G>A 0,20 (148) 0,20 (652) 0,41 0,20(455) 0,65  0,19(197) 0,63
c.713-155 T>C 0,48 (147) 0,50 (631) 0,24 0,50 (446) 0,20 049 (185) 0,87
c.834+7 G>A 042 (149) 0,35 (653) <0,001 0,35 (456) <0,001 0,34 (197) 0,002
c.1263 G>C 0,08 (150) 0,08 (653) 0,93 0,08 (455) 0,69  0,07(198) 0,56
1332 C>T 0,10(137) 0,08(628) 0,05 0,09 (437) 0,41  0,09(191) 0,23
c.1478-94C>G 0,06 (134) 0,07 (641) 0,06 0,07 (445) 022  0,08(196) 0,11

c.1869 T>C 021 (144) 020(642) 0,56 0,20(451) 0,77  020(191) 0,70

A la TAULA 31 es pot observar una distribucié dels genotips similar per a tots els
polimorfismes de GAS6 en els subtipus d’ictus isquémic i hemorragic excepte pel de
I’intré 8, on la freqliencia dels individus amb el genotip AA és inferior en pacients (13 %

en ictus isquemics 1 10 % en ictus hemorragics) que en controls (19 %).
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A la TAULA 32 es pot observar els resultats de 1’analisi per regressio logistica dels
polimorfismes de GAS6 per als dos principals tipus d’ictus seguint els models d’heréncia
recessiu (efecte del polimorfisme en individus homozigots per la variant menys freqiient
respecte els individus amb altres genotips (homozigots per la variant més comuna i
heterozigots)) 1 model dominant (efecte en individus que tenen al menys un dels al-lels
menys freqiients respecte els que no en tenen cap). A part del polimorfisme de I’intrd 8§,
que l’estudi del qual estd encara més desenvolupat a la TAULA 34, dels altres
polimorfismes analitzats es pot veure que el c.1332C>T (a I’exd 12) presenta una
associacio molt forta amb els diferents subtipus d’ictus isquémic. Aquesta associacid pero
esta esbiaixada pel sistema d’analisi utilitzat (regressio logistica amb un model recessiu

d’heréncia) pel baix nombre d’homozigots per I’al-lel T en la poblacio de pacients.

Analisi del polimorfisme de I’intr6 5, ¢.600+304-377del

L’analisi del polimorfisme de ’intr6 5, ¢.600+304-377, identificat posteriorment,
en una subpoblacié de mostres, no mostra que hi hagi associacié entre aquest

polimorfisme 1 I’ictus isqueémic o ictus hemorragic (TAULA 33).

TAULA 33
Analisi del polimorfisme ¢.600+304-377del de GASé.
?: + correspon a la seqiiéncia normal que no presenta la delecio de 73 pb; del: delecio

Genotip? +/+ +/del del/del frequéncia valor P
N n (%) n (%) n (%) del
Control 94  68(72,3) 24 (25,5 2(2,1) 0,15

Total Ictus 90 64 (71,1) 23 (25,6) 3(3,3) 0,16 ns
Isquémic 75 53 (70,7) 20(26,7) 2(2,7) 0,17 ns
Hemorragic 15 11 (73,3) 3(20,0) 1(6,7) 0,17 ns

Analisi del polimorfisme de I’intr6 8 ¢.834+7 G>A

Atés que aquest polimorfisme ha estat descrit com a associat a patologia
aterotrombotica sera descrit separadament i detalladament a la poblaci6 amb malaltia

cerebrovascular.

L’analisi per regressio logistica s’ha realitzat considerant diferents models
d’heréncia: model codominant (els dos al-lels provoquen el mateix efecte, individus

homozigots per 1’al-lel menys freqiient (A) respecte a individus homozigots pel més
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freqiient (G), vegeu TAULES 34 i 35) i models dominant (individus que tenen al
menys un al-lel A respecte a individus sense, vegeu TAULA 35) i recessiu (individus
homozigots per 1’al-lel A respecte a la resta d‘individus, vegeu TAULA 35), a la
poblacié amb malaltia cerebrovascular en un conjunt i en els diferents subtipus de la

malaltia d’acord amb la classificacié TOAST.

En tots els subtipus d’ictus isquémics 1 ictus hemorragics la freqliencia de 1’al-lel A
del polimorfisme ¢.834+7G>A ¢és inferior a la dels controls perd aquest valor només €s
estadisticament significatiu en alguns subtipus (ictus isquémics d’origen llacunar o de
causa desconeguda, 1 ictus hemorragics de localitzaci6 lobar). Pel que fa a les
freqiiencies del genotip AA en els pacients també és inferior a la del grup control
(19,5%), malgrat que els subtipus d’ictus isquémics de causes rares tenen una
freqiiencia que s’hi apropa (17,6%) (TAULA 34). L’analisi per regressio logistica amb
els diferents models d’heréncia ens ofereix uns resultats similars entre els models
recessiu 1 el codominant (TAULA 35). D’aquesta manera, el fet de ser homozigot AA
confereix una proteccid d’aproximadament dues vegades respecte tenir un altre genotip
sobretot en els ictus isquémics d’origen llacunar i els ictus amb hemorragia profunda.
Quan es realitza 1’analisi multivariant aquesta associacié es manté en ’agrupacio de
tots els subtipus d’ictus que tenen un origen aterosclerotic (els ictus isquémics llacunars
1 d’origen aterotrombotic i I’ictus d’hemorragia profunda) i els subtipus que afecten a la

microvasculatura (ictus isquémic llacunar i ictus d’hemorragia profunda) (TAULA 35).
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TAULA 35

Analisi per regressio logistica dels genotips del polimorfisme de U'intré 8 amb model
recessiu (AA vs. GG/GA), model dominant (AA/GA vs. GG) i codominant (AA vs. GG).
CEMB: ictus cardioembolic; ATER: ictus aterosclerotic; LLAC: ictus llacunar; DESC: ictus de causa
desconeguda. *Models d'heréncia en la regressio logistica. "Model en la regressié logistica ajustat pels
factors de risc. nd: no determinat.

Poblacid n model* OR no ajustada OR aiustaldab
Controls 149
ICTUS 653 AA vs. GG/GA 0,59 [0,37-0,93] 0,67 [0,40-1,12]
AA/GA vs. GG 0,75 [0,52-1,08] 0,68 [0,45-1,02]
AA vs. GG 0,53 [0,32-0,89] 0,56 [0,32-1,00]
L. Isq. 456  AA vs. GG/GA 0,64 [0,39-1,04] 0,71 [0,41-1,22]
AA/GA vs. GG 0,74 [0,50-1,08] 0,65 [0,43-0,99]
AA vs. GG 0,54 [0,30-0,96] 0,58 [0,32-1,06]
CEMB 98 AA vs. GG/GA 0,63 [0,31-1,29] 0,77 [0,36-1,66]
AA/GA vs. GG 0,71 [0,42-1,19] 0,61 [0,35-1,06]
AA vs. GG 0,55 [0,26-1,19] 0,62 [0,27-1,42]
ATER 109 AA vs. GG/GA 0,66 [0,33-1,30] 0,7510,35-1,60]
AA/GA vs. GG 0,82 [0,49-1,36] 0,69 [0,39-1,20]
AA vs. GG 0,62 [0,30-1,31] 0,62 [0,27-1,41]
LLAC 97  AA vs. GG/GA 0,48 [0,22-1,02] 0,53 [0,23-1,20]
AA/GA vs. GG 0,72 [0,43-1,22] 0,61 [0,35-1,06]
AA vs. GG 0,43 [0,19-0,99] 0,43 [0,18-1,04]
DESC 135  AA vs. GG/GA 0,72 [0,38-1,34] 0,86 [0,43-1,69]
AA/GA vs. GG 0,71 [0,44-1,15] 0,63 [0,38-1,05]
AA vs. GG 0,62 [0,31-1,22] 0,66 [0,32-1,38]
Altres 17 nd nd
I. Hemor. 197 AA vs. GG/GA 0,47 [0,25-0,87] 0,56 [0,29-1,10]
AA/GA vs. GG 0,77 [0,50-1,20] 0,73 [0,46-1,18]
AA vs. GG 0,45 [0,23-0,87] 0,49 [0,24-1,00]
Profonda 107 AA vs. GG/GA 0,43 [0,20-0,92] 0,53 [0,23-1,21]
AA/GA vs. GG 0,82 [0,49-1,37] 0,71 [0,40-1,28]
AA vs. GG 0,42 [0,19-0,97] 0,48 [0,20-1,16]
Lobar 82  AAvs. GG/GA 0,43 [0,20-1,14] 0,69 [0,29-1,61]
AA/GA vs. GG 0,74 [0,43-1,29] 0,75 [0,43-1,30]
AA vs. GG 0,47 [0,20-1,11] 0,48 [0,20-1,16]
Cerebel 8 nd nd
Ater+Llac+ AA vs.GG/GA 0,52 [0,30-0,89] 0,57 [0,31-1,05]
I.Hem.Prof. AA/GA vs GG 0,79 [0,53-1,18] 0,69 [0,44-1,07]
AA vs. GG 0,50 [0,28-0,89] 0,50 [0,26-0,96]
Llact .LHem.Prof AA vs.GG/GA 0,45 [0,24-0,83] 0,6110,33-1,11]
AA/GA vs GG 0,77 [0,50-1,19] 0,69 [0,43-1,10]
AA vs. GG 0,43 [0,22-0,84] 0,44 [0,21-0,90]
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4.5.2.2. Analisi d'altres polimorfismes en gens candidats de la

regid 1334

Com ha estat explicat anteriorment (APARTAT 1.1.), a la mateixa regid
cromosomica on esta localitzat el gen GAS6 (13q34) hi ha altres gens candidats (els gens

F7, F101 PROZ) a estar associats a la malaltia que hem estudiat.

El polimorfisme de PROZ que ha estat analitzat en aquesta poblaci6 de pacients amb
ICTUS de I’Hospital Clinic de Barcelona ¢s el ¢.573+79G>A (o IVS6+79G>A) (TAULA
36).

Del total de genotips analitzats per aquest polimorfisme un ter¢ els vam analitzar
mitjangant la técnica dels SSCP (FIGURA 32) fins que vam posar a punt I’analisi per
digesti6 amb I’enzim Hpa 1 (FIGURA 33). El funcionament correcte de la tecnica dels
SSCP va ser comprovat mitjangant la seqiienciacio directa dels productes amplificats que

donaven diferents patrons de mobilitat electroforética (FIGURA 34).

FIGURA 32
Analisi per SSCP del polimorfisme c¢.573+79 G>A a PROZ. Fragment
amplificat pels encebadors PROZF i PROZR.

GG GA GG GG GG GG GA GG GG GG AA GG GG GA GG GG

Lt L | 1 - ] S | i j " F i L f
- el el | H T— ¥ i i e - }?'IeIG

Al-lel A

FIGURA 33
Analisi del polimorfisme c.573+79 G>A a PROZ amb U’enzim de restriccio
Hpa l.

GG GG GA GA GG GG GG

| «—3200pb
/ | 221 pb
99 pb
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FIGURA 34
Analisi per seqiienciacié dels diferents genotips del polimorfisme de PROZ estudiat.
GG GA AR
. A l
¥ Illli_ i f.l' A A A ";dlI ey i"'ll f h i"-I o
1 'I I' 1 \ ‘, : iy v I' 1 || ¥ 1 | :III -' |I I‘r ll II .!II ) J I:
L \ ‘L\_Jr_ll- "f [x_ |'.'I"L IA. A 'I A .l'I:.'I\:t rlt.'.lk_ f]l'L.'_ - L AT llr- A ,-J‘ I__

Per comprovar que els dos metodes d’analisi funcionaven correctament hem realitzat

la reanalisi per digestié enzimatica de 101 mostres que havien estat analitzades per SSCP.

D’aquestes mostres 66 corresponien a homozigots per I’al'lel G (GG), 29 a
heterozigots (GA) i 5 a homozigots per 1’al-lel A (AA). Només s’hi observa un resultat
discrepant que corresponia a I’assignacié d’un homozigot GG (per digestio) a un individu
genotipat per SSCP com a GA. Resultats que corresponen a més d’un 99% de
consisténcia 1, per tant, es poden acceptar. Com es pot comprovar a la TAULA 36 la
freqliencia de 1’al-lel menys freqiient (I’al-lel A) d’aquest polimorfisme de la PZ en
poblacid control €s similar als grups control d’altres poblacions (Lichy et al. 2004; Rice

et al. 2001; Santacroce et al. 2004; Staton et al. 2005).

TAULA 36

Percentatge de ’al:-lel A del polimorfisme ¢.573+79G>A de PROZ en diferents estudis.
(entre paréntesi el nombre de mostres analitzades). *Associacio del polimorfisme amb la
malaltia.

Obach Santacrocce Lichy Staton Rice
(2006) (2004) (2004) (2005) (2001)
Controls 22,3%(147) 23,0%(100) 24,1%(199) 22,8%(164) 20,1%(150)
I. Isquemic 20,3%(390) - 15,7%(200)* 19,5%(151)* -
I. Hemorragic 14,7%(156)* - - - -

L’estudi cas-control entre el polimorfisme de 1’intr6 6 de PROZ ¢.573+79G>A amb la
malaltia cerebrovascular no ens mostra 1’associacid6 amb I’ictus isquémic com s’havia
descrit anteriorment (Lichy et al. 2004; Staton et al. 2005). No obstant, el nostre estudi €s

el primer que descriu un efecte protector d’aquest polimorfisme en 1’ictus hemorragic, tot
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1 que aquest efecte no és independent d’altres factors de risc (Obach et al. 2006)(TAULA
37) (vegeu ’APENDIX 3).

TAULA 37
Distribucio de ’al-lel A i dels genotips del SNP ¢.573+79G>A de PROZ a la poblaci6 de
pacients amb malaltia cerebrovascular.

3 regressio logistica sense ajustar pels factors de risc. ° regressio logistica ajustat pels factors
de risc.

n_ AllelA GG (%) GA (%) AA (%) OR [95%, CI]
freqiliencia
Controls 147 0,22 90 (61) 49 (33) 8 (6)

I.Isq. 390 0,20  252(65) 118(30) 20(5) AAvs.GG* 0,89[0,38-2,10]
AA vs.GG" 0,79 [0,31-2,10]

LHem. 156 0,15  112(72) 42(27) 2(1) AAw.GG' 0,20 [0,04-0,97]
AAvs.GG® 0,21 [0,04-1,10]

L’altre polimorfisme que ha estat analitzat és el marcador dels gens FI0 i F7,
D13S285, en una subpoblacido de 137 pacients sel-leccionats a 1’atzar (79 amb ictus
isquémic 1 58 amb ictus hemorragic) i de 103 controls. Aquest marcador microsatel-lit
presenta una serie de repeticions del dinucledtid CA. L’analisi s‘ha realitzat per
electroforesi capil-lar (Applied Biosystems ABI 3.10) seguint la metodologia descrita a
I’APARTAT 3.9.2. i ens ofereix unes dades com les de la FIGURA 35.

Tal i com es pot observar a la TAULA 38, hi ha una distribucio6 similar dels al-lels en

la poblacié de pacients respecte la dels controls.

FIGURA 35
Electroferograma del microsatel:-lit D135285, corresponent a una mostra amb
dos al-lels: de 88 pb i 96 pb (17 i 21 repeticions CA, respectivament).

2000
10
Jaminy, s ey |"

Taw =1
dr.:-B“_?E- ]I;.I
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TAULA 38

Distribucio d’al:-lels (nombre de repeticions) del microsatél-lit D135285 a la regio dels
gens F10/7, en el grup de pacients amb malaltia cerebrovascular.

n: nombre de cromosomes analitzats; en paréntesi, la freqiiéncia al-lélica de cada al‘lel a la
poblacié analitzada, que correspon a la poblacié de 1’Hospital Clinic de Barcelona

Controls Pacients I.Isquémics I.Hemorragics
206 274 158 116
(CA)n n (freq) n (freq) n (freq) n (freq)
13 1 (0,005) 0 (-) 0 (-) 0 (-)
14 0 (=) 0 (=) 0 (-) 0 (=)
15 2 (0,010) 1 (0,004) 1 (0,009) O (-)
16 6 (0,029) 5 (0,018) 2 (0,018) 3 (0.026)
17 22 (0,107) 38 (0,139) 24 (0,152) 14 (0,121)
18 15 (0,073) 21 (0,077) 7 (0,044) 14 (0,121)
19 17 (0,083) 32 (0,117) 16 (0,101) 16 (0,138)
20 34 (0,165) 38 (0,139) 27 (0,171) 11 (0,095
21 73 (0,354) 89 (0,325) 53 (0,335) 36 (0,310)
22 24 (0,117) 37 (0,135) 21 (0,133) 16 (0,138)
23 6 (0,029) 5 (0,018) 1 (0,006) 4 (0,034)
24 4 (0,019) 7 (0,026) 5 (0,032) 2 (0,017)
25 2 (0,010) 0 (-) 0 (-) 0 (-)
26 0 (-) 0 (-) 0 (-) 0 (-)
27 0 (-) 1 (0,004) 1 (0,006) O (-)
xz(valor P) 0,59 0,52 0,56

El resultat del test de la y* (amb 12 graus de llibertat) ens indica que no hi ha cap
associacid d’aquest marcador analitzat (D13S285) i la malaltia cerebrovascular a la

nostra poblacio.
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4.5.2.3. Analisi del LD entre polimorfismes de GAS6, PROZ i
F10/F7

L’analisi de desequilibri de lligament (LD) entre els polimorfismes bial-lelics de GAS6
ha estat realitzat amb el programa THESIAS utilitzant el conjunt de mostres de 1’estudi,
de controls 1 de pacients amb malaltia cerebrovascular, de ’'HCP de Barcelona. La
comparacio en paral-lel amb dos altres programes (LDtest i 2ld) ens mostra que el
resultat dels tres programes és molt similar (FIGURA 36). Per analitzar el LD hem
simplificat la nomenclatura dels polimorfismes (i3: ¢.290+170C>G, i7-5’: c.712+26G>A;
17-3’: ¢.713-155T>C; 18: ¢.834+7G>A; E11: ¢c.1263G>C; E12: ¢.1332C>T; 112: 1478-
94C>G; E14: ¢.1869T>C).

FIGURA 36
Comparaci6 dels valors de LD entre els polimorfismes bial-lelics de GAS6 en els 3
programaris diferents utilitzant el conjunt d’individus de la poblacié de ’HCP.
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Aquesta analisi ens mostra una serie de polimorfismes que presenten un fort LD entre
ells. Els polimorfismes que estan localitzats més cap a la zona 5’ del gen (corresponents a
I’intré 3 i intrd 7) estan en fort LD, aixi com els polimorfismes en seqiiéncia codificant de
la zona més a 3’ del gen (els situats als exons 11, 12 1 14). D’altra banda, el polimorfisme
c.712+26G>A (i7-5’) presenta un fort LD amb els altres SNP analitzats del gen excepte
amb el ¢.834+7G>A. Cal destacar que aquest polimorfisme de I’intr6 8 (c.834+7 G>A)

només mostra un fort LD amb el SNP de I’intrd 12.

A la TAULA 39 s’exposa l’analisi de LD entre el polimorfisme de Dl’intré 5
(c.600+304-377del), realitzat en un subgrup de mostres a ’atzar, i la resta de SNP que
han estat identificats. S hi pot observar que presenta LD amb els polimorfismes de 1’intrd

3, 1mntré 7-5’ i el de I’ex6 12.

TAULA 39
Valors de LD entre el polimorfisme de l’intrd 5 i la resta de polimorfismes de GAS6.
ID’|= GAS6
13 17-5° 17-3° 18 Ell EI2 il12 El4
i5 0,88 0,74 0,39 0,10 0,55 1,00 0,24 043
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A la FIGURA 37 s’exposa una representacio grafica del LD entre els polimorfismes
de GAS6 aixi com també amb el polimorfisme de PROZ, analitzat on s’hi observa
clarament que el polimorfisme a I’intré 8 (¢.834+7G>A) només presenta fort LD amb el

polimorfisme de I’intré 12 que és molt poc freqiient.

També¢ s’hi observa que el polimorfisme de ’intr6é 5 del gen PROZ no presenta LD
amb cap SNP de GAS6. Per tant, podriem afirmar que els resultats obtinguts per 1’analisi

dels SNP a GAS6 no sén deguts al polimorfisme de PROZ (TAULA 40 ).

TAULA 40

Analisi de LD entre el polimorfisme del PROZ analitzat i els polimorfismes del GAS6.
ID’[= GAS6
PROZ i3 i5 i7-5> i7-3° i8 El1l E12 i12 El4

c.573+796>A 0,12 0,17 0,26 0,07 0,03 0,10 0,22 0,07 0,11

FIGURA 37
Analisi de LD entre els polimorfismes del GAS6, del PROZ i del marcador D135285.

12 34 5 & TE 910 11 12 13 14 5
“ | O Y I |ﬂ
A O i I . I

F7Fi0 PROZ i3 i5 i75° i73° i8 EIl El2 il2 El4
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Pel que fa a I’analisi del marcador D13S285 dels gens F7 1 F10, no s’hi observa LD
amb cap dels polimorfismes de GAS6 estudiats. Atés que aquest marcador no és bial-lelic
s’ha utilitzat un altre programa d’analisi de LD (EH+) que permet la incorporacié de
locus multial-lelics. Considerant la hipotesi d’associacio al-lelica entre els polimorfismes
(13 al‘lels de D13S285 i 3 genotips als polimorfismes bial-l¢lics de GAS6; correspon a 24
graus de llibertat per al test de %), no hi ha LD en cap cas (TAULA 41).

TAULA 41
Analisi del LD entre el marcador D135285 i els SNP de GAS6, amb el programa EH+.

Polimorfismes de GAS6

Marcador i3 i5 i7-5"7 i7-3" 1i8 E11 E12 i12 E1l4
D135285
(XZ) 21,4 16,3 15,6 20,9 19,0 15,1 11,8 12,8 13,0

Valor P 0,61 0,88 0,90 0,64 0,75 0,92 0,98 0,96 0,97

Valor de y° de 36,42 per P=0,05 amb 24 graus de llibertat
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4.5.2.4. Analisi d’haplotips del gen GAS6

Un cop realitzada la genotipacié dels polimorfismes de GAS6 a la poblacid6 amb

malaltia cerebrovascular del HCP de Barcelona hem realitzat I’estudi d’haplotips.

En realitzar I’estudi d’haplotips considerant els 8 SNP de GAS6 inicialment
identificats (sense tenir en compte el polimorfisme de I’intr6é 5 perque I’analisi d’aquest
només s’ha realitzat en una subpoblacié de mostres), s’hi observa que hi ha una

associaci6 entre un dels haplotips analitzats (C A C A G C C T) i la malaltia

cerebrovascular, més concretament I’ictus isquémic (TAULA 42). La preséncia d’aquest

haplotip, doncs, sembla ser un factor de proteccioé davant la malaltia cerebrovascular.

Ates que els 6 haplotips més freqiients (a la poblacié control i a la de pacients)
mostren la preséncia dels mateixos al-lels dels 4 polimorfismes de 1’extrem 3’ del gen
(G C C T),1 ates que I’analisi dels 8 SNP fa perdre potencialitat a 1’estudi perque les
dades es van disgregant i hi ha menys quantitat d’individus que puguin posseir un
mateix haplotip, s’ha repetit I’analisi incloent-hi només els 4 polimorfismes que estan
situats a la zona més 5’ del gen (c.280+170C>G, ¢.712+26G>A, ¢.713-155T>C 1
c.834+7G>A).

TAULA 42

Freqiiéncia i Odds ratio d’haplotips dels 8 SNP de GAS6. *: haplotip corresponent a
€.280+170C>G, c.712+26G>A, c.713-155T>C, c.834+7G>A, c.1263G>C, c.1332C>T, c.1478-94C>G
i c.1869T>C. °: analisi per regressid logistica ajustat per factors de risc. A: L’haplotip més
freqlient (CGTGGCCT) és U'haplotip de referencia. B: Efecte del fons de !’haplotip sobre les
variants dels introns 7 i 8. En cada cas la variant menys comuna (_) és comparada amb la més
comuna amb el mateix fons haplotipic.

Haplotip®  Control pacients OR® I. Isq. OR" I.LHemor. OR®
A n= 150 653 456 197

Freqg. Freq. Freq. Freq.
CGTGGCCT 0,24 0,26 - 0,23 - 0,30 -

CACAGCCT 0,13 0,10 0,56 [0,34-0,93] 0,09 0,51 [0,29-0,90] 0,12 0,59 [0,31-1,11]
cGTAGCCT 0,12 0,11 1,39[0,75-2,57] 0,12 1,19[0,65-2,18] 0,09 1,39 [0,60-3,22]
ceecagageeT 0,07 0,08 1,4270,72-2,80] 0,10 1,30[0,69-2,44] 0,07 1,11 [0,50-2,49]
CACGGCCT 0,05 0,07 2,00[0,94-4,24] 0,08 2,07[0,93-4,58] 0,05 -
cgcagccT 0,02 0,03 1,16[0,42-3,17] 0,03 0,99[0,32-3,11] 0,04 -
cegreerec 0,02 0,02 1,01([0,37-2,74] 0,03 1,27[0,48-3,40] 0,03 -

B

C _CGGCCT 1,40 [0,54-3,70] 1,59 [0,62-4,09] 4,7 [0,73-30,6]
C CAGCCT 0,48 [0,16-1,44] 0,52 [0,15-1,74] .
CG _GGCCT 0,70 [0,36-1,39] 1,30 [0,69-2,44] 0,41 [0,11-1,49]
CG_AGCCT 1,20 [0,35-4,11] 0,84 [0,22-3,15] -
CGC_GCCT 0,82 [0,23-2,93] 0,77 [0,20-2,96] -
CGT GCCT 1,39 [0,75-2,57] 1,19 [0,65-2,18] 0,76 [0,25-2,27]
CAC GCCT 0,28 [0,11-0,71] 0,25 [0,09-0,68] 0,12 [0,02-0,73]
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4.5.3. Estudi en altres poblacions

El polimorfisme ¢.834+7G>A també ha estat analitzat en altres malalties que, per les

seves caracteristiques podien estar associades a I’activitat de la GAS6.

Tal 1 com s‘observa a la TAULES 44, 46 1 47 la freqiiencia de I’al-lel A en els
controls de les diferents malalties és al voltant de 0,32 (0,29 a la poblaciéo d’ictus
isqueémic en pacients joves (TAULA 44) i el 0,32 a les altres poblacions), inferior a la
freqiiéncia en individus control que haviem obtingut anteriorment a controls de la
malaltia aterotrombotica (Sevilla) 1 cerebrovascular (Barcelona), que presentaven unes

freqiiencies de 0,40 1 0,42 respectivament.

TAULA 44

Freqliéncies al:-léliques, genotipiques, i Odds Ratio pel c.834+7G>A en poblaci6 de
pacients joves amb ictus isquémic. *test y* per I’estudi de [’equilibri Hardy-Weinberg.
CEMB: ictus cardioembolic; ATER: ictus aterosclerotic; LLAC: ictus llacunar; DESC: ictus de
causa desconeguda; AIT: accident isquémic transitori.

N Edat freq. GG GA AA HWE* OR (95%, IC)
(0) allel A n (%) n(%) n (%) y*(Pvalor)

Controls 196 35 0,29 97 (50) 85(43) 14(7) 0,73

I.isq. 126 40 031 54(43) 65(52) 7(5) 0,08 AAvs.GG 0,97 [0,36-2,57]
AA/GA vs.GG 1,29 [0,82-2,03]
AA v5.GA/GG 0,83 [0,32-2,15]

AIT: 50 40 048 10(20) 32(64) 8(16)0,14  AAvs.GG 5,97 [0,32-2,15]
AA/GA vs.GG 3,88 [1,84-8,19]
AA vs.GA/GG 2,70 [1,05-6,92]

Per subtipus de malaltia:
ATER 32 0,33 12(38) 19(59) 1(33) 0,15 AAwvs.GG 0,62[0,07-5,18]
AA/GA vs.GG 1,62 [0,75-3,49]
AA vs.GA/GG 0,46 [0,60-3,62]

CEMB 42 042 12(29) 25(59) 5(12) 0,35  AAvs.GG 3,11 [0,94-10,2]
AA/GA vs.GG 2,42 [1,17-5,00]
AA v5.GA/GG 1,91 [0,64-5,69]

LLAC 39 0,37 13(33) 23(59) 38 0,26 AAvs.GG 1,72[0,43-6,86]
AA/GA vs.GG 1,94 [0,94-3,99]
AA vs.GA/GG 1,18 [0,32-4,35]

DESC 49 0,31 21(43) 26(53) 2(4) 022 AAvs.GG 0,71[0,15-3,39]
AA/GA vs.GG 1,29 [0,69-2,43]
AA v5.GA/GG 0,60 [0,13-2,76]
Altres 14 043  6(43)  4(29) 4(29) -

En la poblacié de pacients joves amb ictus hi ha alguns grups de pacients que
presenten una freqiiencia de I’al-lel A molt més elevada que a la poblacié control de la

malaltia (TAULA 44). En el cas de I’AIT (0,48), el dels subtipus cardioembolic (0,42) 1
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els que han patit un I. llacunar (0,37), a diferéncia del observat a les poblacions anteriors

I’al-lel A sembla ser un factor de risc per a la malaltia.

Al grup de pacients tractats amb anticoagulants orals no hi ha associacid del
polimorfisme amb el fenotip d’individus que han patit complicacions hemorragiques

(pacients) respecte els que no ha patit cap complicacié (TAULA 45).

TAULA 45
Freqliéncies al-léliques, genotipiques, i OR pel c.834+7G>A en pacients tractats amb
anticoagulants orals. (edat: en mitjana d’anys)

N Edat allel A GG GA AA HWE* OR (95%, 1C)
(anys) freq. (%) (%) (%) v*(Pvalor)

Controls 108 68 030 53 (49) 45 (42) 10(9) 0,99
Pacients 68 70 036  26(38)35(52) 7(10) 0,63  AAvs.GG 1,47[0,49-4,18]
AA/GA vs.GG 1,52 [0,82-2,82]
AA vs.GA/GG 1,14 [0,41-3,16]

El grup de pacients que han sofert un infart de miocardi també presenten una major
freqiiéncia de 1’al-lel A (0,39) respecte la freqiiéncia del grup control (0,32), tot 1 que la
diferéncia no ¢€s significativa (TAULA 46).

TAULA 46
Freqiiencies al-leliques. genotipiques i OR pel c.834+7G>A en pacients amb infart de
miocardi.

N Edat alllelA GG GA AA  HWE* OR (95%, 1C)
(anys) freq. (%) (%) (%) *(Pvalor)

Controls 147 43 032 67 (46) 66 (45) 14 (9) 0,93

Pacients 138 45 0,39  50(36) 69 (50) 19 (14) 0,82 AAvs.GG 1,67 [0,79-3,51]
AA/GA vs.GG 1,51 [0,93-2,43]
AA vs. GA/GG 1,66 [0,79-3,51]

La darrera patologia que hem analitzat és la nefropatia diabética. A la TAULA 47 es
pot observar que tant pacients com controls presenten unes freqliencies al-le¢liques i

genotipiques molt similars.
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TAULA 47
Freqlieéncies al-léliques, genotipiques, i OR pel c.834+7G>A en pacients amb nefropatia
diabetica.

N Edat alllelA GG GA AA  HWE* OR (95%, IC)
(anys) freq. (%) (%) (%) *(Pvalor)

Controls 95 32 0,32 44 (46) 41 (43) 10(11) 0,99

Pacients 99 64 0,32 45 (46) 44 (44) 10 (10) 0,99 AA vs.GG 0,98 [0,37-2,58]
AA/GA vs.GG 1,03 [0,59-1,82]
AA vs. GA/GG 0,95[0,38-2,41]
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4.6. SNP i haplotips al projecte HapMap

Les bases de dades de polimorfismes (dbSNP i HapMap) indiquen la preséncia
d’altres polimorfismes al GAS6 que podien ser utils per I’estudi del gen. Pel que fa a
dbSNP, es descriu la preseéncia de 2 polimorfismes no validats en seqiiencia del cDNA
que no hem trobat al conjunt de mostres (50 cromosomes) que hem analitzat de la nostra
poblacid (rs1131093 a I’ex6 11157992146 a I’ex6 13). Al projecte HapMap hi ha descrits
només dos polimorfismes que han estat genotipats també per nosaltres (rs8§1911973 a
I’intré 3 amb una freqiiéncia de 1’al-lel menys comu (G) de 0,11 per 0,15 en el nostre
estudi; 1 el rs7323932 (i7-3”) perd que a HapMap no n’indica la freqiiencia a poblacid
caucasoide) (TAULA 48).

TAULA 48

Polimorfismes descrits a HapMap i a dbSNP (*: els 2 analitzats a la nostra poblacio
sense trobar-ne cap variant a GASé.

Polimorfisme localitzacio variant freqiiéncia  individus
al-lel menor

rs1131093° Exo 1 A>C no validat -
rs8181793 a 1,6 Kb a 5°del gen C 0,05 120
rs9577917 intré 2 C>A 0,04 120
rs7490435 « G>T 0,04 120
157322220 « A>G 0,08 120
17994900 «“ G>A 0,36 120
rs12585356 « >C 0,04 120
rs8000868 «“ G>A 0,15 120
1s7997328 «“ T>C 0,27 120
rs7400121 « T>C 0,15 120
17492052 «“ G>A 0,04 120
1s6602908 « A>G 0,40 120
1s6602909 « A>G 0,45 71
rs7400614 « G>T 0,38 42
1s6602910 « A>G 0,39 120
rs81911973 intréd 3 Cc>G 0,11 100
rs7399860 intré 4 A>C 0,19 120
1s9577923 «“ C>G 0,26 116
1s7319547 « A>G 0,14 108
1s6602912 « A>C 0,48 48
19604573 « C>T 0,25 120
rs7333857 intrd 7 C>T 0,09 120
1s7323932 «“ T>C 0,31 88 (no europea)
rs11842990 intrd 11 >C 0,07 120
1s9577873 intrd 12 >C 0,09 118
1s7992146° Ex6 13 G>A(R500G)no validat -
rs11842558 intré 13 T>C 0,07 120
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La resta de polimorfismes descrits al HapMap soén a seqiliéncies introniques

allunyades dels introns i no han estat analitzats en aquest estudi.

A la FIGURA 38 ¢s pot veure la representaci6 grafica del LD entre els polimorfismes
del gen GAS6 descrits 1 genotipats al projecte HapMap, obtinguda amb el programa
Haploview. Només s‘observa una zona amb clar LD en la regio 5’ del gen ( els
polimorfismes situats entre I’intrd 2 1 I’'intrd 4). A la resta del gen no hi ha cap bloc
d’haplotips. Aquest resultat és similar al que trobem nosaltres en 1’estudi d’haplotips a la
poblaciéo de Barcelona (APARTAT 4.5.2.3.), tot i que el nostre estudi incloia menys

polimorfismes en aquesta zona 1, per tant, no es podia fer un mapa tan detallat.

FIGURA 38

SNP a GAS6 genotipats pel projecte HAPMAP i desequilibri de lligament descrit amb
[’Haploview. En vermell, llocs amb gran LD entre els SNP. @ : tagSNP
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El HapMap detecta els polimorfismes rs7997328, rs6602908 i rs9604573 com els
tagSNP que cobreixen els dos blocs detectats.

En el HapMap tampoc s’ha trobat desequilibri de lligament entre els diferents
polimorfismes genotipats al gen GAS6 i els polimorfismes dels gens propers a la regid

cromosomica 13q34 (F7, F10 1 PROZ).
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4.7. Estudis funcionals

4.7.1. Prediccions online

L’analisi dels polimorfismes identificats amb el programa online SpliceView no va
detectar cap diferéncia important en les seqiiéncies consensus de splicing en els al-lels
menys freqlients respecte els més freqiients. A la TAULA 49 es mostra els valors
obtinguts (maxim de 1 per a una seqiiéncia donadora o acceptora consensus de splicing
perfecte) per les seqiiencies de splicing natural (wild type) 1 ’efecte de les variants més
properes a cadascuna d’aquestes seqiiencies. S’hi observa que cap de les variants crea
noves dianes ni modifica les existents (tabulat com s.e., de “sense efecte”), amb
I’excepcid dels polimorfismes de 1’intré 7, els quals podrien crear una seqiliéncia
acceptora de splicing alternatiu, si bé amb un valor inferior a les naturals pels introns 6 1

7.

TAULA 49

Resultats de I’analisi dels SNP a GAS6 amb el programa SpliceView.
s.e.: sense efecte; ?: el nucleotid +1 és el primer del gen GAS6.

A: Seqiiéncies donadores de splicing

B: Seqiiencies acceptores de splicing.

A
POSICIO GAS6® SEQUENCIA Puntuacid localitzacid efete
(maxim=1) variant
DONADORS SPLICING:
EXO INTRO
225 TTG_GTGAGT 0,88 IvVs 1 s.e.
483 ACG_GTGAGC 0,88 IVS 2 s.e.
16.032 TAG_GTAAGT 0,89 VS 3 s.e.
17.531 AAA GTAAGT 0,89 IVS 4 s.e.
24.330 AAG GTACGT 0,90 IVsS 5 S.e.
25.989 AAG_GTAAGG 0,92 IVS 6 s.e.
28.545 GAG_GTACCC 0,77 Ivs 7 s.e.
29.507 GAG_GTAGGC 0,85 IVS 8 s.e.
31.424 CAG_GTGAGG 0,94 Ivs 9 S.e.
31.759 ACA GTGAGT 0,84 IVvs 10 S.e.
35.511 CCT_GTGAGT 0,85 Ivs 11 s.e.
37.062 ACA GTAAGT 0,84 Vs 12 s.e.
40.683 CAG GTAGGG 0,87 Ivs 13 s.e.
42.100 CAG_GTAGGT 0,92 IVS 14 s.e.
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B
POSICIO GAS6® SEQUENCIA Puntuacid localitzacid efete
(maxim=1) variant
ACCEPTORS SPLICING:
INTRO_EXO
317 TCCGGGCAG_CCGC 0,85 IVS 1 s.e.
16.008 TTTCCACAG GATT 0,97 IVS 2 s.e.
17.469 TTCCTGCAG ACTG 0,93 IVS 3 s.e.
24.208 CCCAATCAG ACCT 0,80 IVS 4 s.e.
25.867 TGTTCCCAG ATGT 0,84 IVS 5 s.e.
28.423 TGCTTGCAG ACAT 0,90 IVS 6 s.e.
28.590 ACGCCCAAG TCTA 0,77 IVS 7 ¢.712+26 A < 0,70
29.231 GCTTTCCAG TGGG 0,78 IVS 7 ¢.713-155 C 0,79
29.386 GGCTGGCAG ATGT 0,84 Ivs 7 s.e.
31.306 CCGTGGCAG GACA 0,81 IVS 8 s.e.
31.570 GGTGCCCAG GCTG 0,83 IVS 9 s.e.
35.347 TCTCTTCAG ATCT 0,86 IVS 10 s.e.
36.894 CCTTTCCAG ATAA 0,89 VS 11 s.e.
40.508 TCATTGCAG TGCG 0,83 IVS 12 s.e.
41.872 CTCCTGCAG CTGG 0,84 IVS 13 s.e.
43.040 GCGGCCCAG ATGT 0,84 IVS 14 s.e.
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4.7.2. Analisi de variants de splicing

El grup de Goruppi 1 Marcandalli (Goruppi et al. 1997b; Marcandalli et al. 1997) va
descriure una nova variant de la proteina GAS6 que consistia en la incorporacié de 43
aminoacids a la zona que uneix el quart domini EGF 1 la zona del domini D. Aquesta
variant correspon a una insercidé de 129 pb a I’inici de I’intr6 9, perque es produeix el

reconeixement d’un acceptor de splicing diferent (FIGURA 39).

FIGURA 39
Variant de splicing de GAS6. (figura modificada de (Marcandalli et al. 1997)).

Exo 8 Intrd [~1200pb) INSERCIO de 129 phb Exd 9
MOGORCOTAMIGCTT AL -~ TG gTAGEGE. rereaae haloThoaocoae BT .____.,,.iyﬂ_. R T
TORE LT A UG AT l'—iﬁ'ﬂ-."l'ﬂ:-\'l' ko H SRR ..fE!JEJ_J.'.I\.‘IT.'."'n'. } _-;,lh e TOTAG ~ MR DT

ﬂ-._l‘h ...‘-__.J'E-'—__'____-—'

Hem realitzat 1’analisi de 26 mostres de mRNA d’artéries coronaries de persones
sanes (16 mostres) 1 de malalts amb ’artéria aterosclerosada (10 mostres), amb diferents
genotips pel polimorfisme de I’intr6 8 1 no hem trobat cap diferéncia del patré normal
(fragment de 233 pb) que s’obté de ’amplificacié per PCR amb els oligonucleotids
E8RTF-E8RTR que amplifiquen la zona de RNA compresa entre 1’intré 8 1 10 (FIGURA
40).

4.7.3. Estudis del mRNA

La preparacio de les mostres ¢és un dels aspectes més critics per tal d’evitar la seva

degradacio 1 que els resultats siguin erronis.

S’ha amplificat la regi6 compresa entre els encebadors ESRTF-ESRTR (una part de
I’ex6 8, I’exd 9 1 una part de I’ex6 10) per observar quina mida té el producte amplificat.
Aquesta amplificacié donava un producte de PCR de 233 pb que era exactament la mida
que esperavem que donés en cas que hi hagués un procés normal de processament del
mRNA (FIGURA 40). La insercio de 129 pb descrita a I’intré 8 de GAS6, que dona lloc a
una isoforma de la proteina amb 43 aminoacids extra (Goruppi et al. 1997b), no la trobem
a les mostres de teixit d’artéria coronaria analitzades. Aquesta isoforma podia ser
interessant pel fet que el polimorfisme identificat per nosaltres c¢.834+7G>A associat a
ictus esta al mateix intré 8. No obstant, 1’analisi del mRNA de mostres amb diferents

genotips per aquest polimorfisme (tant en mostres sanes com en mostres amb placa
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aterosclerotica) no ens ha mostrat cap diferéncia en quant a la mida del fragment
amplificat per PCR (FIGURA 40).
FIGURA 40

cDNA de GAS6 corresponents als exons de 8 a 10, amplificats amb els encebadors
E8RTF i E8RTR, segons el genotip pel SNP c.834+7G>A.

Marcador 1Kb

GG GA GG AA GG AA GG GA GA GG GA

e sl e i b bl o bl bl b b |¢———— ESRTF-ESRTR
(233 pb)

Ates que el producte amplificat qualitativament era el mateix en totes les mostres
estudiades (FIGURA 40), vam analitzar-ho quantitativament per observar si aquest

polimorfisme tenia algun paper en 1’expressio del gen.

Per realitzar aquest estudi quantitatiu a temps real calia escollir el gen de referéncia
control que tingués un patrd d’expressio constant al teixit a analitzar 1 que tingués una
eficiencia d’amplificacid de la PCR similar a la del fragment diana (GAS6 amplificat amb
els encebadors D1 i Cb2). El fragment del gen diana GAS6 amplificat t€ una eficiéncia
d’amplificacio de 1,80 molt similar a les eficiencies dels gens que hem utilitzat com a
referéncia (GAPDH, B2M i ciclofilina A) (TAULA 50). El fragment amplificat del gen
del RNA ribosomic 18S (Rodriguez-Santiago et al. 2005) no es va poder utilitzar com a
gen de referéncia a causa de la baixa eficiencia d’amplificacidé que vam obtenir

(eficiencia del 1,492 1 error del 0,030).

TAULA 50

Eficiencies de la PCR dels fragments de cDNA amplificats per ’estudi d’expressio.
Gen Eficiéncia punts recta error CP (dilucio 1/5)
GAS6 1,80 4 <0,01 23,7 £0,1
GAPDH 1,85 4 <0,01 19,4 +0,1
B2M 1,85 4 0,01 16,8 +£0,2
Ciclofilina A 1,87 3 0,03 22,3 +0,3
18S 1,49 4 0,03 15,3 £0,3
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Els controls interns (el nostre cas ¢€s la diluci6 1/10 d’una nova RT de 1,5 ug del pool
de mRNA de diferents genotips) utilitzats en cada carrera de PCR ens ha permes observar
que hi ha una bona reproductibilitat tant a nivell de cada carrera del LigthCycler®
(desviaci6 estandard (DE) intracarrera o intraserie, réplica a cada rotor (carrera)), com a
nivell de diferents rotors (DE externa o interserie) (TAULA 51). En el cas que hi hagués
DE de la reacci6 importants ens indicaria que hi ha un error en la preparacié de les
mostres.

Com es pot observar a la TAULA 51 quan la CP és més elevada I’error és major. Per
tant, cal treballar amb la dilucid idonia del producte de la RT perqué I’error no sigui gaire
elevat. Hem utilitzat les dilucions 1/10 en els fragments amplificats dels cDNA dels gens
GAS6, B2M, GAPDH 1 de 1/100 al gen Ciclofilina A: aquestes dilucions estan situades en
la linealitat de la corba d’eficiéncia realitzada pels diferents fragments (FIGURES 41-
44).

TAULA 51

CP i desviacions estandard de la mostra control en diferents analisis.
La mostra control és la dilucio 1/10 de la barreja RTpool. ? s’ha utilitzat també la dilucio 1/75.
b per aquest gen la mostra control és la diluci6 1/100

Gen carreres (n) CP (mitjana) DE (interserie) DE (intraserie, n=2)
GAPDH 5 19,81 +0,12 +0,03

GAS6 8 23,04 +0,18 +0,14

B2M 2i3° 19,75123,18 +0,06 1 +0,18 +0,00 1 +0,11
Ciclofilina A> 5 25,45 +0,36 +0,12

A les FIGURES 41-44 es pot observar les corbes d’amplificacié (A) a les
corresponents dilucions seriades (1/5, 1/25, 1/125, 1/625) per calcular I’eficiéncia (amb 4
punts a la recta) de la reaccio, (C) i la corba de fusié que és caracteristica per a cada
fragment amplificat (B): el de GAS6 té una temperatura de fusié de 83°C, el de GAPDH
de 89°C, el de B2M de 83°C i el de la ciclofilina A de 86°C.

Els productes amplificats per PCR han estat seqiienciats per veure que el que
s’amplifica és exactament la seqiiéncia que esperem. També es realitza la carrera per
electroforesi en gel d’agarosa per observar que I’amplificat t¢ la mida esperada
(FIGURES 41-44 (D)). Un cop identifiquem quina temperatura de fusi6 té cada
fragment amplificat per uns encebadors determinats, aquesta temperatura ens servira per

identificar I’especificitat del producte.
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FIGURA 41

Imatge de les corbes d’amplificacié (A), de fusid (B) i d’eficiencia (C) i gel d’agarosa
(D) del fragment de cDNA del gen GASé6.
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FIGURA 43

Imatge de les corbes d’amplificacié (A), de fusié (B) i d’eficiencia (C) i gel d’agarosa

(D) del fragment de cDNA del gen B2M.
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FIGURA 44

Imatge de les corbes d’amplificacié (A), de fusié (B) i d’eficiencia (C) i gel d’agarosa

(D) del fragment de cDNA de ciclofilina A.
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A la TAULA 52 ¢s mostren els resultats de I’amplificacio per RT-PCR del mRNA de
GAS6 1 els gens de referéncia, procedents de diferents mostres d’artéries coronaries. Es
pot observar que a la réplica de la transcripcid inversa (RT2) el nombre de mostres és
inferior a les de primera transcripcid perque no hi havia prou RNA per fer una nova RT-
PCR o no hi havia prou quantitat de teixit per fer una nova extraccid6 de RNA. Totes les
mostres de la RT2 corresponen a mostres que ja havien estat analitzades a la RT1 1, per

tant, corresponen a répliques de la primera transcripcid inversa (RT1).

TAULA 52
RT-PCR al LightCycler© del mRNA de GAS6 de mostres sanes d’arteria coronaria
(controls) i mostres d’arteria aterosclerosada (pacients).

controls pacients
Gen n CP DE n CP DE
GAS6 RT1 16 25,6 1,0 10 25,16 +1,6
RT2 10 24,6  +0,7 6 24,92 +1,0
GAPDH RTI 14 22,0 +14 10 22,4 +1,6
RT2 10 21,9 +14 6 22,2 +1,1
B2M RT1 16 229 +£34 9 21,9 +1,1
RT2 10 224 33 6 22,0 +1,9
Ciclofilina-A RT1 12 27,1 1,7 9 27,1 +1,3
RT2 9 26,7 0,5 8 27,2 +1,2

Com es pot veure a la TAULA 52 cls 4 gens estudiats tenen uns valors de mitjana
d’expressid molt similars en pacients i1 controls, no observant-se diferéncies aparents en

I’expressio de GAS6.

La quantificaci6 relativa permet donar els resultats en termes d’augment o disminuci6
de I’expressid del gen diana respecte del gen de referéncia. Aquesta analisi I’hem realitzat
amb el programa REST® que compara la ratio d’expressio de les mostres problema
(expressio del gen GAS6 respecte el gen de referéncia a les mostres problema) amb les
mostres control (expressid del gen GAS6 respecte el gen de referéncia a les mostres

control), normalitzat per 1’eficiéncia d’amplificacié de la PCR.

L’analisi per comprovar el possible efecte que podia tenir el genotip pel SNP de
I’intré 8 (¢.834+7G>A) sobre els nivells d’expressioé de GAS6, s’observa que les mostres
amb el genotip AA tenen una mitjana de CP al gen GAS6 més baixa que les mostres amb

un altre genotip, una semblanga perd també en els gens de referéncia i, per tant, un cop
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feta la normalitzacio pels gens control, aquesta diferéncia no és significativa (TAULA

53).

Després de fer duplicats de cada amplificacid, la comparacié de les mostres
considerades com a casos (extretes de teixit d’artéria coronaria amb placa aterosclerotica)
s’ha realitzat amb les mostres considerades com a control, extretes d’artéria coronaria
sense placa aterosclerotica. Els valors sense normalitzar pels gens de referéncia, ja
mostren que no hi ha diferéncies en les mitjanes dels valors CP + DE (desviacid

estandard) dels dos tipus de mostres (TAULA 54).

A la TAULA 54 ¢s pot observar com les mostres problema presenten una lleugera
sobreexpressio del gen GAS6 quan soén comparades amb les mostres control i son
normalitzades amb els gens GAPDH 1 ciclofilina A. Aquest augment, per0d, no ¢€s
significatiu. Quan es realitza la comparacié amb el gen de la B2M, s’observa que el GAS6
esta menys expressat que el de referéncia. De fet la B2M ja presenta una expressio
elevada en individus pacients respecte als seus controls quan es compara amb els gens

controls, tot i que no és un valor de sobreexpressio significatiu.
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El nostre grup de recerca ha estat tradicionalment estudiant els factors genétics de risc
trombotic, concretament els deficits hereditaris de les proteines anticoagulants i
dependents de la vitamina K, proteina C i proteina S (PS). El fet que la proteina GAS6
sigui estructuralment molt semblant a la PS 1 que el ratoli deficient en GAS6 (gas6 -/-)
estigués protegit contra la trombosi presentant una disminuci6é de I’agregacid i secrecio
plaquetars (Angelillo-Scherrer et al. 2001), suggeria que la GAS6 podia tenir una funcid
fisiologica en els mecanismes que determinen una trombosi com sén 1’hemostasia i la
inflamaci6. Per aix0, vam decidir comencar a estudiar els aspectes genetics del gen que

codifica aquesta proteina.

L’aportacid d’aquest treball s’ha centrat primer en 1’analisi estructural del gen GAS6 1
després en ’estudi de variabilitat d’aquest gen per identificar possibles variants que
puguin estar associades amb malalties humanes. En el moment d’iniciar la tesi només es
coneixia la localitzaci6 cromosomica del gen que codifica per a la proteina GAS6
(13g34) 1 la seva seqiiéncia del mRNA, perd no se’n coneixia I’estructura. En els
segiients anys, el Projecte Genoma Huma i I’empresa Celera Genomics van anar
publicant simultaniament esbossos del genoma huma que han permés la caracteritzacio
de la seva estructura global i dels seus gens. No obstant, la regidé on esta situat el gen
GAS6, molt propera al telomer, presentava zones de seqliencia sense identificar,
ambigiiitats i moltes repeticions (un 19% del gen) i va ser de les darreres seqiiéncies en
¢ésser incorporades a la base de dades publica. Cap a finals de 2003, Celera Genomics va
publicar la seqliencia hCG1811217 que descriurien com al gen GAS6 perdo amb només 12

exons, mentre que nosaltres hem constatat que n’hi ha 15.

La cerca a partir del mRNA (NM_000820) ens va permetre obtenir diferents contigs
que corresponien als fragments que cobrien la totalitat del gen. Els diferents exons de
GAS6 varen ser identificats in silico mitjancant el metode d’alineament de seqiiéncies
BLAST 1 es van validar de forma experimental al laboratori (per seqlienciacié directa
dels fragments que contenien les seqiiencies identificades). Paral-lelament, també s han
incorporat els genomes d’altres espécies a les bases de dades publiques i utilitzant el
mateix metode, a partir de les respectives seqliencies de mRNA, també es va obtenir

I’estructura genctica del gen gas6 de la rata i del ratoli.

El gen GAS6 a ’espécie humana ocupa 43,5 Kb repartides en 15 exons (de diverses

mides entre les 25 pb de 1’ex6 3 fins a les 445 pb de ’ex6 15) i aquests estan separats per
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14 introns. Aquesta €s la mateixa estructura que la del gen PROSI, de 101 Kb a la regio
pericéntrica del cromosoma 3 (Schmidel et al. 1990), el cDNA del qual t¢ un 42%
d’identitat de seqiieéncia amb el de GAS6. Els gens gas6 de rata i ratoli, amb 30,5 Kb i 29
Kb, també tenen la mateixa estructura que GAS6 huma, els seus 15 exons soén exactament
de la mateixa mida 1 els cDNA dels 3 gens tenen una identitat de seqiiéncia
d’aproximadament el 80%, la qual cosa indica que aquests gens son auténtics ortolegs (és
a dir, gens que descendeixen d’un gen ancestral comu i tendeixen a tenir la mateixa
funcié en diferents espécies) i que GAS6 és un gen paraleg a PROSI (és a dir, prové d’un
gen ancestral comu que s’ha diversificat de forma independent i tenen funcions diferents
en una mateixa especie). Les principals diferéncies es troben en les mides dels introns

que s6n més grans en els gens humans, sobretot a PROS].

A les tres espécies analitzades els quatre gens de proteines dependents de la vitamina
K, F7, F10, PROZ 1 GAS6 es troben, en aquest mateix ordre, en un mateix cromosoma. A
I’espécie humana les distancies entre el GAS6 i el gen més allunyat dels altres, el 7, son
majors que a la rata i al ratoli (745 Kb en huma per 448 Kb en rata i 468 Kb en ratoli). El
fet que D’estructura genética de GAS6 d’aquestes tres espécies fos molt semblant i que la

identitat de seqiiencia fos elevada ens indicava una alta fiabilitat del resultat obtingut.

Pel que fa a I’estudi de la regid promotora del GAS6, i tenint en compte la semblanca
quant a I’estructura genetica amb PROS]I, s’ha realitzat I’analisi in silico per observar si
el GAS6 té un promotor semblant al del gen de la PS que a la zona 5’UTR (del nucleotid
+13 al +120) té una zona potenciadora de la regulacié de I’expressio i1 entre la regi6 -110
1 -62 s’hi detecta una zona com a illa CpG, al voltant de I’ex6 1, que presenta seqiiéncies
consensus per a la unié de factors de transcripci6 (Tatewaki et al. 2003). En el cas del
GAS6, I’analisi de prediccié online de les regions promotores suggereixen que no hi ha
caixes TATA pero si que hi ha seqiiéncies properes a I’ex6 1 susceptibles de tenir funcid
promotora (zona rica en residus CpG). Pel que fa a aquestes illes CpG, I’analisi de
prediccid online de regions promotores, detecta que hi ha dues zones (localitzades entre
200 pb a 5* del gen i 1.200 pb a 3’ de I’intr6 1) CpG que sén reconegudes com a illes
CpG 1 que poden desenvolupar una important funcidé promotora a aquest gen. Ates que
més del 50% dels promotors identificats en mamifers estan associats a les illes CpG
(Robertson 2005) i que no hem trobat caixes TATA podem considerar que aquestes illes
CpG poden tenir la funcid reguladora del GAS6, la qual cosa, pero, necessitaria

confirmaci6 experimental.
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Un cop caracteritzada ’estructura genctica de GAS6 es va procedir a la identificacio
de possibles variants a les seqiiencies funcionals (5° i 3° UTR, exons i seqiiéncies
introniques flanquejants) mitjancant la tecnica dels SSCP que és un procediment molt
més rapid que la seqiienciacié de tot el gen perd del qual es pot escapar algun

polimorfisme.

Es van caracteritzar 9 variants (c.280+170C>G, ¢.600+304-377del, c.712+26G>A,
c.713-155T>C, ¢.834+7G>A, ¢.1263G>C, c.1322C>T, ¢.1478-94C>G 1 ¢.1869T>C) que
es troben en unes freqiiéncies entre el 6% a la variant ¢.1263G>C al’ex6 11 i1el 48% a la
variant ¢.713-155T>C a I’intr6 7. Per tant, com que es troben en un percentatge superior
al 1% a la poblaci6 control, es poden considerar com a polimorfismes o SNP. D’aquests
polimorfismes, 6 soén intronics (c.280+170C>G, c.600+304-377del, c.712+26G>A,
c.713-155T>C, ¢.834+7G>A 1 ¢.1478-94C>G) 1 3 (c.1263G>C, c.1322C>T, i
c.1869T>C) es troben en seqiiencia codificant tot i que no modifiquen 1’aminoacid
codificat. En cap cas I’analisi in silico de les seqiiéncies polimorfiques com a possibles
seqiiéncies de splicing no revela cap diferéncia respecte les variants més comunes. Els
polimorfismes estudiats mostren unes freqiiéncies al-leéliques en els individus de les

poblacions control analitzades (de Sevilla i de Barcelona) molt similars.

La genotipacio dels diferents polimorfismes de GAS6 a la poblacié de pacients amb
malaltia aterotrombotica ens va permetre determinar que la freqliencia de 1’al-lel A del
polimorfisme de I’intr6 8 (¢.834+7G>A) és inferior en la poblacié de pacients que al grup
control, 1 aquesta diferéncia €s estadisticament significativa en el subgrups de pacients
amb malaltia cerebrovascular (ictus no hemorragics). Aquest fet suggeria un paper
protector d’aquesta variant a patir la malaltia cerebrovascular i d’origen aterotrombotic.
La resta dels SNP genotipats presentaven unes freqiiencies similars en els dos grups

estudiats 1, per tant, no semblava que tinguessin un efecte clar sobre aquesta malaltia.

Aixi, vam intentar confirmar aquests resultats en un altre grup de pacients amb
malaltia cerebrovascular, més ampli i molt ben definits. Aquest segiient estudi va
confirmar una freqiiencia menor de 1’al'lel A del polimorfisme ¢.834+7G>A en la
poblacio de pacients amb malaltia cerebrovascular respecte la poblacid control. Atesa la
possible implicacié de GAS6 en processos aterotrombotics (Lutgens et al. 2000) hem
realitzat aquesta analisi en el conjunt de pacients amb malaltia cerebrovascular d’origen
aterotrombotic (s’exclouen, per tant, els subtipus d’ictus isquémic de causes

cardioembolica, desconegudes o d’altres causes) i en el grup de pacients amb malaltia
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d’origen aterotrombotic que tenen els vasos petits afectats (microateromatosi, subtipus
d’ictus isquemic llacunar i1 ictus hemorragic profund). En aquests dues agrupacions
segons 1’aspecte fisiopatologic de d’ictus (Tanaka et al. 1999, Fazekas et al. 1999),
s’observava una diferéncia estadisticament significativa a 1’analisi univariant amb un
model d’heréncia codominant o recessiu, i fins 1 tot, en 1’analisi multivariant (tenint en
compte els factors de risc coneguts) utilitzant el model codominant, fet que apunta que la
presencia del genotip AA podria ser un factor protector independent d’altres factors de
risc (APENDIX 4). La resta dels SNP de GAS6 no mostraren cap associacio amb la

malaltia en aquesta poblacio.

L’associacidé al-lélica que hem trobat entre aquest polimorfisme 1 la malaltia
cerebrovascular pot ser produida per un efecte biologic directe del mateix al-lel (o
polimorfisme) sobre el fenotip, o bé a causa de la preséncia d’un /locus proper que causa
la predisposici6 a tenir aquest mateix fenotip, el qual es troba en desequilibri de lligament
(LD) amb el SNP analitzat. D’una banda, I’analisi in silico no indicava que el
polimorfisme ¢.834+7G>A pogués afectar al splicing de I'intr6 8. A més, no hi havia
diferéncies qualitatives en els fragments amplificats de mRNA entre les mostres que
tenien els diferents genotips per aquest polimorfisme. D’altra banda, I’analisi per RT-
PCR a temps real del mRNA de GAS6 d’artéria coronaria d’individus amb diferents
genotips per aquest polimorfisme no mostra diferéncies significatives entre genotips. Hi
ha diferents programes matematics disponibles per a calcular la mitjana normalitzada de
I’expressid genica, entre ells el REST® que ja era utilitzat al nostre laboratori. Hem
utilitzat diferents gens de referéncia (GAPDH, ciclofilina A 1 B2M) que a priori tenen una
expressio estable en diferents teixits. El fet d’utilitzar-ne més d’un ens permet observar
algun possible biaix en 1’analisi i fer més acurat I’experiment (Wong et al. 2005). Aquests
estudis ens indiquen que no hi ha diferéncies d’expressio del mRNA de GAS6 entre
mostres d’individus que tenen diferents genotips pel polimorfisme ¢.834+7G>A 1, per
tant, el possible efecte de GAS6 no sembla degut a un efecte d’aquest polimorfisme en

I’expressio del gen.

En el cas de I’analisi d’expressio de GAS6 en les mostres amb placa d’ateroma 1
sense, s’hi observa un lleuger augment en les mostres d’artéria coronaria amb placa
d’ateroma respecte les mostres que no en tenen, perd en cap cas aquest augment €s

significatiu, el que no coincideix amb el descrit en estudis en placa aterosclerdtica
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(Lutgens et al. 2000). Una possible explicacié podria ser que el baix nombre de mostres

analitzades en el nostre estudi no permet obtenir les mateixes conclusions.

Vam analitzar la preséncia a les nostres mostres de la variant proteica descrita, la
GAS6SV (Goruppi et al. 1997), una proteina amb 43 aminoacids extra (que esdevé una
proteina de 721 aminoacids) que pot ser proteoliticament tallada per la zona inserida
donant dos peptids de 36 i de 50 kDa. Segons els autors, és present predominantment a la
melsa, mentre que en altres teixits el seu patrd d’expressid no és gaire elevat (placenta,
colon, fetge, cervell i rony6). Aquesta variant és el resultat de la incorporacié de 129 pb
entre I’intro 8 1 1’ex6 9 1 esta altament conservada en alguns mamifers (huma, ximpanzé 1
macaco). No obstant, a les mostres d’artéries coronaries que hem analitzat nosaltres no
hem observat la preséncia d’aquesta isoforma al mRNA. Per tant, possiblement aquesta
isoforma té una regulaci6 de I’expressié especifica de teixit. Fora interessant també
realitzar 1’analisi d’expressio de GAS6 a les arteries carotides ates que si estan clarament
implicades en els processos d’ictus, perd quan vam realitzar aquest treball no disposavem

del material necessari.

L’estudi d’associacié del polimorfisme de I’intrd 8 en una poblacié de pacients joves
(menors de 50 anys) amb ictus isquémic, mostra que la freqiiencia de 1’al-lel A del
c.834+7G>A a la poblacio control és més baixa que a la poblacié de pacients amb ictus
isquemic. Aquesta diferéncia podria indicar un possible efecte de I’edat en aquesta
associacio, és a dir, que les persones que arriben a una certa edat (>70 anys) lliures de la
malaltia tenen més probabilitat de ser portadores de I’al-lel A, i, per tant, aquest al-lel
indicaria una proteccid a patir la malaltia. En aquesta mateixa poblacio, la freqiiéncia de
I’al-lel A (0,48) en els individus que havien estat diagnosticats com a pacients que havien
sofert un accident isquémic transitori (AIT), és a dir, que havien tingut una rapida
resolucio de ’isquémia, era molt més elevada que en els individus control. Tot 1 que el
nombre de mostres no era gaire elevat (50 pacients amb AIT), aquest resultat suggereix
que el polimorfisme podria estar afectant a la resolucié de ’ictus; aixi ser portador de

1’al-lel A tindria un efecte protector i evitaria el progrés de 1’ictus.

La presencia dels gens F7, F101 PROZ, a la mateixa regié cromosomica que el GAS6
(13g34) 1 que els deficits de les proteines codificades per aquests presentessin problemes
en la coagulacié 1 en I’hemostasia en general, va fer que iniciéssim 1’analisi d’algun
polimorfisme d’aquests gens per detectar una possible associaci6 al-l¢lica entre aquests i

els SNP identificats de GAS6, per descartar que 1’associacié observada de la malaltia amb
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el polimorfisme de GAS6 era en realitat 1’efecte de 1’associacié d’un altre polimorfisme
en un altre gen en desequilibri de lligament amb el de GAS6. El polimorfisme escollit a
PROZ va ser el IVS6+79G>A, I’allel A del qual havia estat associat a nivells baixos de
proteina Z en sang (Santacroce et al. 2004; Staton et al. 2005) 1 a un efecte protector per a

la isquémia cerebral (Lichy et al. 2004).

D’una banda, semblava interessant estudiar aquest polimorfisme de PROZ i, d’una
altra, analitzar el marcador D13S285 que esta lligat als gens F'7 1 F10 per veure si estaven
emmascarant les dades obtingudes, pero els resultats van indicar que no es troben en LD
amb cap dels polimorfismes del GAS6, ¢és a dir, que I’efecte que es troba en els SNP de
GAS6 no esta determinat pels polimorfismes analitzats en aquests altres loci. L’analisi del
marcador D13S285 no presenta diferéncies en freqiiéncia entre la poblacié de malaltia
cerebrovascular i el grup control. Al polimorfisme de PROZ, en canvi, si que s hi observa
una freqiiencia de I’al-lel A inferior en pacients amb ictus hemorragics (IH) respecte els
individus control. La freqiiéncia que trobem en individus control és similar a la que
troben en poblacid control altres estudis (Lichy et al. 2004; Santacroce et al. 2004; Staton
et al. 2005); I’estudi que hem realitzat, no obstant, és el primer que analitza 1’efecte
d’aquest polimorfisme a PROZ en ’ictus hemorragic 1 ens ha permes detectar que hi ha
una associacid amb la tendéncia a sagnar la qual, no obstant, no és independent de la resta
de factors de risc per ictus hemorragic (Obach et al. 2006). Aixo es podria explicar per un
efecte combinat de 1’al-lel A amb altres factors de risc per I’IH, tal i com havia estat
descrita anteriorment pel que fa a 1’associacié entre nivells baixos de PZ 1 el
tromboembolisme venos (Martinelli et al. 2005). Altres estudis han confirmat 1’associacio
de I’al-lel A amb els nivells baixos de PZ (Lichy et al. 2004; Santacroce et al. 2004;
Staton et al. 2005). Aquests resultats suggereixen que el fet de tenir els nivells baixos de
PZ podria evitar les hemorragies cerebrals en disminuir la capacitat anticoagulant de la

PZ (Kemkes-Matthes et al. 2002).

Atés que la proteina GAS6 es mostrava com un factor implicat en el
desenvolupament de I’aterosclerosi i de la isquémia, vam realitzar [’analisi del
polimorfisme de I’intr6 8 en una poblacié amb pacients joves (>50 anys) que havien patit
un infart de miocardi ja que el seu origen isquémic podria indicar que la GASG6 hi tingués
algun efecte. No obstant, no s’observa una diferéncia significativa en els pacients
respecte als individus control, els quals també eren majoritariament joves (43 anys de

mitjana), motiu pel qual ens fa descartar I’efecte d’aquest polimorfisme en aquesta
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malaltia. Aquests resultats son similars als obtinguts a 1’analisi inicial de la poblacié amb
malaltia aterosclerdtica de Sevilla amb el subtipus de pacients amb infart agut de
miocardi. A diferéncia d’aquest grup, perd, I’analisi de les freqiiéncies del polimorfisme
de I'intr6 8 respecte la poblacido d’individus control, mostraven que els pacients
presentaven la freqiiencia del polimorfisme més elevada que en controls als quals es troba
una freqiiencia de 1’al-lel A similar a la dels controls joves de la poblaci6 amb infart de

miocardi 1 amb nefropatia diabetica.

Els resultats en les diferents malalties estudiades ens indiquen, doncs, que hi ha
associacid del polimorfisme de l'intr6 8 de GAS6 amb la malaltia cerebrovascular
aterotrombotica en pacients majors de 60 anys, pero en la resta de patologies no s’ha

confirmat aquesta associacio.

Ateés que haviem genotipat els diferents SNP identificats per nosaltres a GAS6 vam
procedir a realitzar I’estudi de desequilibri de lligament (LD) entre aquests 1 s’hi observa
que hi havia alguns polimorfismes en un alt LD entre ells (a la regié 5° 1 alguns a la zona
3’ del gen) 1 altres que no en mostraven. Aquestes dades son similars a les que es troben
en el HapMap (amb diferents SNP dels que hem analitzat nosaltres) quan es realitza

I’analisi LD pair-wise (entre 2 SNP) amb la mostra CEPH (d’avantpassats europeus).

Per realitzar la identificacio dels possibles haplotips dels SNP al GAS6 vam optar per
estimar-ne la freqiiéncia mitjancant una inferéncia estadistica a partir de les dades dels
genotips ja que, com que no es disposava de familiars, no era possible obtenir
directament els haplotips. El programa que hem utilitzat per identificar els diferents
haplotips presents a la poblaci6 €s el THESIAS (Tregouet et al. 2004). Aquest programa
permet inferir els haplotips de diferents poblacions (pacients i controls) i comparar-les
entre elles amb la possibilitat d’ajustar per covariables i també permet coné¢ixer 1’efecte

sobre el risc de cadascun dels polimorfismes en diferents fons genctics.

De tots els possibles haplotips entre els 8 SNP de GAS6 només 7 han estat identificats
amb el programa THESIAS amb una freqiiéncia superior al 2% i d’aquests els 6 més
freqlients tenen la mateixa combinaci6 pels darrers 4 SNP (dels exons 11, 12, intrd 12 1
ex6 14) ates que hi ha LD entre aquests SNP 1 que la freqiiencia d’algun d’ells és molt
baixa. Aixi a 1’analisi dels 8 SNP s‘ha identificat un determinat haplotip (CACAGCCT)
que esta associat amb la malaltia cerebrovascular (poblacié de I’Hospital Clinic) (OR

(95% IC): 0,56 (0,34-0,93)). L’analisi d’haplotips dels 4 SNP a I’extrem 5’ del gen (dels
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introns 3, 7 1 8) permet tenir més mostres amb els diferents haplotips necessaris per a fer
I’analisi per regressio logistica ajustada. Aquesta analisi confirma I’haplotip CACA, que
conté I’al-lel A del polimorfisme c.834+7G>A, com a factor protector per la malaltia amb
una significacio estadistica superior a I’analisi individual del polimorfisme, oferint una
OR (95% IC) de 0,55 (0,34-0,90) en malaltia cerebrovascular i més concretament en ictus
isquemic (0,48 (0,28-0,83)). Quan es realitza 1’analisi amb ’agrupacid dels pacients que
han sofert un ictus d’origen aterosclerdtic, és a dir, els subtipus d’ictus isquémic
aterotrombotic, llacunar i ictus hemorragic profund, la freqiiéncia de I’haplotip CACA ¢és
significativament inferior que a la poblacid control. Quan s’agrupa segons 1’origen
aterosclerotic de D’ictus (ictus isquémic aterosclerotic, llacunar i1 ictus hemorragic
profund) i la mida petita dels vasos (ictus isquémic llacunar i I’ictus hemorragic profund)
s’observa I’associaci6 amb la malaltia encara molt més forta, el que suggereix que

I’efecte d’aquest haplotip €s més evident en els vasos petits que en els grans vasos.

L’analisi dels haplotips en la poblaci6 amb malaltia aterosclerotica de Sevilla ens
indica que I’haplotip CACA també esta menys representat en pacients que en controls,
sobretot en pacients amb malaltia cerebrovascular, perd la diferéncia no €s significativa

probablement pel baix nombre de mostres analitzat.

Aquests resultats suggereixen que algun polimorfisme en LD amb el de I'intrd 8 1,
més concretament, amb 1’haplotip CACA pot ser el responsable de 1’efecte observat a les
poblacions analitzades. Malgrat que nosaltres no hem trobat cap polimorfisme a la regié
immediatament a 5° del gen GAS6, no podem descartar I’existéncia d’un polimorfisme a
la zona no analitzada del promotor essencial o d’alguna regid reguladora (enhancer
(potenciador) o silenciador) una mica més allunyada de I’inici del gen, el qual podria

variar els nivells d’expressié del mRNA de GAS6.

L’analisi que hem realitzat de la regido de mitja Kb abans de I’inici de 1’ex6 1 no ha
permes trobar a la nostra poblacid cap variant situada a la regid susceptible de ser
promotora essencial, la regid6 més propera a ’inici de I’ex6 1 1 2. Aixi, potser altres
polimorfismes més allunyats d’aquesta zona perd en altres regions de control de
I’expressid (com poden ser reguladores (emhancers (potenciadors de 1’expressid) o
silenciadors (repressors de 1’expressid)) poden tenir importancia en la regulacio dels
nivells d’expressio de la proteina GAS6. El projecte HapMap ha descrit i genotipat el
polimorfisme rs8181793 (situat a 1,5 Kb a 5° de I'inici del gen GAS6, fora de les illes
CpG) que a la poblaci6 CEPH I’al-lel menys freqiient (T) té una freqiiéncia inferior al
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5%. Aquest polimorfisme no ha pogut ésser analitzat en aquest treball, atesa la seva

recent incorporacié a les bases publiques.

Pel que fa a les bases de dades de polimorfismes, d’una banda, els SNP identificats al
GAS6 darrerament pel projecte HapMap son en seqiiéncia intronica molt lluny dels llocs
acceptors 1 donadors de splicing, que possiblement no s6n funcionals, o s6n els mateixos
identificats per nosaltres en la seqliéncia codificant. D’altra banda, hi ha molts
polimorfismes que estan introduits a la base de dades dbSNP (tant en seqiiencia
codificant com en seqiiéncia intronica) que no han estat comprovats i validats
posteriorment per algun altre estudi i, per tant, no sén fiables. Aixi, les bases de dades
publiques (dbSNP) son una font til sobre els polimorfismes en gens candidats pero cal
confirmar la informacié que s’ofereix i demostrar que no son falsos positius (Janosikova
et al. 2005). Per exemple, dels polimorfismes descrits per dbSNP a la regi6 5’ del gen
GAS6 no els hem detectat a la nostra poblacid ni tampoc el polimorfisme 1s7992146 a

I’ex6 13, que descrivia un canvi d’aminoacid d’Arg a Gly.

La forta associacio que es troba entre els grups on I’ictus t¢ un important component
aterotrombotic (subgrups amb ictus aterosclerdtic, llacunar i hemorragic profund) i
encara més especialment en el subtipus d’ictus que afecten la microvasculatura (ictus
llacunars 1 hemorragics profunds) suggereix que la GAS6 pot estar implicada en
mecanismes causants de ’ictus aterosclerotic, com la formacio de la placa d’ateroma o
I’activacid de cél-lules endotelials i cel-lules musculars llises 1 que aquesta implicacid pot
ser més evident a la microvasculatura on la ratio superficie endotelial / llum és superior

que als grans vasos.

La formaci6 de la placa d’ateroma t¢é diferents fases i en moltes d’elles la proteina
GASG6 o la seva via de senyalitzacié mitjancant els receptors TAM hi poden intervenir.
Un dels primers episodis on la GAS6 té importancia és a les cel-lules endotelials
activades que tenen una expressio de GAS6 i dels seus receptors 1 una capacitat
antiapoptotica augmentades respecte les cél-lules no activades (Melaragno et al. 1998)
(Hasanbasic et al. 2004). Aquestes cel-lules endotelials a través de la produccio de
quimioquines i citoquines i1 de 1’activaci6 de factors de transcripcié com el NFkB (Berk
et al. 2001) participen en el reclutament i migracié de leucocits i cel-lules musculars llises
cap a la zona danyada (Fridell et al. 1998). Aquesta lesio si no és degudament corregida
produeix una resposta inflamatoria continuada que estimula la migracio i1 proliferacio de

les cel-lules musculars llises, acumula limfocits 1 macrofags, fet que permet la formacid
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d’un teixit fibrés, amb cor lipidic i necrotic (Ross 1999). La GAS6 afavoreix que les
cel-lules fagocitiques (macrofags) que expressen AXL puguin reconeixer les cel-lules que
exposen fosfatidilserina a la membrana i inicien I’eliminacié de la zona d’aquestes
cel-lules apoptotiques (Fadok et al. 2000; Ishimoto et al. 2000; Scott et al. 2001). Si
aquest sistema amb la GAS6 no esta correctament equilibrat es poden acumular les

cel-lules apoptotiques 1 pot afectar el desenvolupament de la placa d’ateroma.

Recentment, s’ha observat que la interaccid GAS6 amb els seus receptors inhibeix la
diferenciacid osteogenica dels pericits a la microvasculatura, segurament a través la seva
capacitat antiapoptotica, un procés que podria provocar la calcificacio i la fragilitat dels

vasos (Collett et al. 2003; Son et al. 2006), important en la tendéncia a patir hemorragies.

Un cop desenvolupada la placa d’ateroma, si I’artéria no pot compensar la dilatacid
produida per I’engruiximent, aquesta dilatacio pot, o bé, introduir I’artéria a la llum del
vas 1 alterar el flux sanguini, o bé, provocar el trencament de la placa 1 els factors
procoagulants sén exposats a la sang circulant i generen I’inici dels mecanismes de
coagulacid. Llavors, les cel-lules endotelials lesionades 1 les cel-lules apoptotiques
esdevenen proadhesives i procoagulants activant les plaquetes i aixi, es pot contribuir a la

progressio 1 complicaci6 trombotica de I’aterosclerosi (Bombeli et al. 1997).

Una de les funcions més importants de la proteina GAS6 ¢és ser un potent
amplificador de la resposta d’activacidé plaquetar, amb efectes sobre 1’estabilitzaci6 del
trombe (Angelillo-Scherrer et al. 2005; Saller et al. 2006) i sobre 1’agregacid (Angelillo-
Scherrer et al. 2001) 1 la secrecio plaquetars (Gould et al. 2005). Segons el model
recentment descrit per Prevost (Prevost et al. 2003) sobre el mecanisme de 1’agregacio
plaquetar, la unié del fibrinogen al seu receptor (molecules d’integrina) genera una
cadena d’activacio plaquetar que esta regulada posteriorment per la via GAS6/AXL i via
AKT /PI3K (Chen et al. 2004), que permet que les plaquetes s’uneixin entre elles més

fortament 1 que s’alliberi el contingut dels granuls de secrecié correctament.

No obstant, malgrat que en el model muri s’ha demostrat I’expressid de la proteina
GAS6 a plaquetes (Angelillo-Scherrer et al. 2001; Ishimoto et al. 2000), en humans, la
presencia no ¢s clara (Balogh et al. 2005); aixi, sembla que la funcié de GAS6 en humans
seria donada, o b¢, en el desenvolupament de la placa aterosclerotica, o bé, en la capacitat
d’agregant plaquetar per la uni6 de la GAS6 alliberada de I’endoteli sobre els seus

receptors plaquetars.
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Un altre mecanisme per explicar I’associacio entre GAS6 1 ictus aterotrombotic és el
paper important d’aquesta proteina en la funcio inflamatoria en diferents malalties en
humans, com la patologia aterosclerotica, les malalties autoimmunes i algunes malalties
neurodegeneratives (Nathan 2002). En el cas d’una immunoactivitat augmentada
produida a I’artritis reumatoide (O'Donnell et al. 1999) s’ha demostrat que la GAS6 ¢és
capa¢ d’estimular la reabsorci6 osteoclastica de I’o0s, el que contribueix a la destruccié de

I’articulacio (Katagiri et al. 2001).

La proteina GAS6 t¢€ una expressié augmentada en tumors (Sun et al. 2003; Wimmel
et al. 2001; Wu et al. 2002) indicant que la seva capacitat mitogenica 1 antiapoptotica
actua afavorint el creixement d’aquestes cél-lules transformades. En altres malalties on el
creixement 1 proliferaciéo cel-lulars desmesurat causa la patologia, com a la nefritis
nefrotoxica (Yanagita et al. 2002) i la hipertrofia glomerular a la nefropatia diabética
relacionada amb 1’acci6 de Gas6 a través de la via AKT/mTOR (Nagai et al. 2003; Nagai
et al. 2005), tamb¢ s’ha descrit una sobreexpressido de Gas6 i dels seus receptors. Per
aixo, vam realitzar I’estudi cas-control amb individus que havien patit nefropatia
diabética (casos) respecte als individus diabetics sense nefropatia (controls) perd no va

observar-se cap diferéncia significativa.

Tal 1 com s’ha comentat anteriorment, el fet que la proteina GAS6 participi en molts
mecanismes que son importants en la inflamacio, la trombosi i1 les malalties
aterotrombotiques en general, Dartritis reumatoide, la nefropatia diabética, la nefritis
nefrotoxica 1 el cancer, entre d’altres (O’Donnell et al. 1999; Nagai et al. 2005; Sun et al.
2003; Yanagita et al. 2002), fa de GAS6 un gen candidat a tenir un paper en aquestes
malalties, funcidé que pot ser analitzada mitjancant els estudis d’associacié al.l¢lica. No
obstant, i dins del marc de les malalties complexes, el gen GAS6 pot representar només
un modest efecte en el fenotip observat. La combinacidé d’aquests efectes modestos en
diferents gens candidats juntament amb la interaccidé amb els factors ambientals pot
definir la susceptibilitat a patir una malaltia comuna. Aquesta debilitat de [’efecte
biologic dels polimorfismes en aquests tipus de malalties i les interaccions gen/gen o
gen/ambient dificulten el seu estudi. Tanmateix, I’analisi d’aquestes malalties es realitza
essencialment mitjancant estudis d’associacid on les freqiiencies al-leéliques 1 de genotips
de les variants identificades soén determinades en individus afectes i son comparades amb
els controls. Aquesta analisi €s una interessant aproximaci6 per detectar els efectes de

variants comunes amb efectes debils (Newton-Cheh et al. 2005) pero necessiten incloure
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un gran nombre de mostres per detectar el petit efecte d’alguns polimorfismes

(Hirschhorn et al. 2005).

Aquests estudis d’associacio, actualment, es poden realitzar a gran escala gracies a la
millora tecnologica en la genotipacid, tot que I’analisi 1 la interpretacio dels resultats
encara és complicada. La posada al punt dels models matematics que permetin analitzar
tot aquesta gran quantitat d’informacid (interaccions entre gens, entre polimorfismes o
entre els polimorfismes i els factors ambientals 1 en diferents models d’heréncia)
permetra tenir unes dades més consistents que amb I’analisi individual de cada
polimorfisme (Marchini et al. 2005) que moltes vegades no ddna resultats reproduibles
perque hi ha falsos resultats positius o negatius atés que I’efecte debil que produeix una
variant determinada roman emmascarada per la interaccié amb altres gens o amb factors

ambientals (Zondervan et al 2004).

Una aproximacio alternativa 1 que cada cop agafa més forca en I’estudi de les
malalties complexes €s estudiar les variacions més importants d’una regié d’un gen
d’interés mitjangant 1’is de la seleccio de marcadors que estan en desequilibri de
lligament. Malgrat que en el nostre estudi no ha estat possible determinar a GAS6
diferents blocs de polimorfismes que es troben en un fort desequilibri de Iligament,
I’existéncia dels mateixos pot ser de gran utilitat per ’estudi de malalties complexes ja
que la seleccié de només alguns polimorfismes marcadors (tagSNP) permet capturar les
variants més freqlients i1 alleugereix la carrega de la genotipacié de molts SNP poc
informatius, sobretot en el cas de voler fer un escombrat per tot el genoma per detectar

polimorfismes o haplotips associats amb un fenotip concret.

El projecte HapMap permet seleccionar aquests tagSNP que se suposa que defineixen
la variabilitat de la zona analitzada, encara que té algunes limitacions atés que la poblacio
CEPH analitzada no és gaire gran (menys de 100 individus) 1 el desequilibri de lligament
(r%) de les variants rares té una alta variacio (Barret et al. 2006). Un cop s’han genotipat
els polimorfismes més interessants (funcionals, tagSNP, entre d’altres), 1’analisi
d’associacio entre els diferents haplotips definits per aquests polimorfismes i la malaltia
permet guanyar poder estadistic respecte els estudis individuals ja que es podria mesurar
I’efecte de variants desconegudes que es troben en un mateix bloc de desequilibri de
lligament, o es podria observar 1’efecte combinat de diferents variants en un mateix
haplotip. No obstant, en aquestes analisis es necessita fer una inferéncia estadistica per

determinar els haplotips d’una poblacié donat que no en coneixem la fase a cadascun dels
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polimorfismes en els individus que la formen (Clark et al. 2004). D’altra banda, mentre
no es tinguin més dades sobre la utilitat de la informaci6 recollida al projecte HapMap en
I’estudi de les malalties complexes, caldria confirmar experimentalment en la poblacio
d’estudi que les dades del HapMap hi son aplicables i també seria interessant de veure de
quina manera s’inclouen els polimorfismes d’interés per la funcio del gen 1 proteina en
estudi, en els haplotips i blocs de LD definits per HapMap, ja que molts d’aquests
polimorfismes no estan inclosos a 1’estudi HapMap. No obstant, un estudi recent en
poblacio6 espanyola (Ribas et al. 2005) indica que els blocs de LD i els tagSNP descrits en
el projecte HapMap (poblaci6 CEPH) per una serie de gens de susceptibilitat al cancer
son essencialment els mateixos que els de la poblacié analitzada, el que permet als autors
concloure que els resultats observats a HapMap serien majoritariament aplicables a les
poblacions d’estudi. Pel que fa a la nostra experiéncia en 1’us d’aquesta base de dades,
recomanariem validar les dades a la nostra poblacio, realitzant I’analisi 1 els estudis de
LD dels polimorfismes, especialment els que puguin tenir un interés funcional, en un
subgrup de mostres, per tal d’observar que es segueix un patrd similar al descrit per
HapMap 1 si ¢és aixi, escollir els SNP d’interes i els tagSNP necessaris per a realitzar
I’estudi. El projecte HapMap, actualment, només ofereix la possibilitat de detectar tres
tagSNP (1rs7997328, 156602908 1 rs9604573) que permetrien cobrir tots els possibles
haplotips presents en una regié concreta (situada entre els introns 2 1 5) del gen GAS6 en
la poblaci6 CEPH, d’avantpassats europeus, perd deixarien molta zona del gen sense ser

analitzada.

Malgrat aquests avengos técnics en [’aportacid6 d’informacidé respecte als
polimorfismes en malalties complexes, I’emmascarament dels factors genctics a les
malalties complexes és una carrega que només ¢€s salvable quan es realitza una bona
classificacio dels fenotips analitzats 1 es realitzen estudis epidemiologics amb un gran
nombre de mostres d’una poblacidé molt ben definida y caracteritzada. Si I’efecte del
polimorfisme és especialment debil, 1’agrupaci6 de diferents poblacions en una mateixa
analisi (metaanalisi) podria oferir una major poténcia estadistica a I’analisi (Ioannidis JP
et al. 2003). Pero aqui també cal tenir en compte les diferénes existents en les poblacions

analitzades.

Finalment i com a resum, en aquest treball els estudis d’associacid dels polimorfismes
estudiats del gen GAS6 en pacients amb malaltia cerebrovascular mostren 1’associacid

entre el polimorfisme de I’intr6 8, 1 més concretament d’un haplotip determinat (CACA),
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amb aquesta malaltia. El fet de no con¢ixer quin €s I’efecte d’aquest polimorfisme o
haplotip sobre 1’expressio del gen o de la proteina, pero, fa dificil entendre quin resultat té
sobre la malaltia. No obstant, I’associacié observada amb la malaltia, juntament amb els
resultats dels estudis en models animals 1 cel.lulars que indiquen una implicaci6 de la
proteina GAS6 en el desenvolupament i la progressid de la placa aterosclerotica, fa que

aquesta proteina pugui tenir un paper fisiopatologic important en la proliferacié cel-lular.

Actualment, es coneixen farmacs inhibidors de les proteines procoagulants
dependents de la vitamina K a través de la inhibicio de la y-carboxilaci6 dels residus
d’acid glutamic, perd és una terapia antitrombotica inespecifica, que també afecta a
proteines anticoagulants dependents de la vitamina K 1 t¢ nombrosos efectes secundaris.
La possibilitat de desenvolupar inhibidors d’alta afinitat especifics per aquest sistema
GAS6-receptors TAM podria permetre el tractament de pacients amb aquestes malalties

on GASG6 és un factor de risc, amb una disminucio dels efectes secundaris actuals.
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Conclusions:

J El gen GAS6 huma conté 15 exons i 14 introns que ocupen 43,5 Kb de DNA

genomic a la regio 13q34.

J L’alt grau de conservacio6 en I’estructura d’exons 1 introns i en la seqiiéncia primaria
indica que el gen huma GAS6 i els gens gas6 de rata i ratoli son auténtics ortolegs i

paralegs de gen PROSI.

. S’ha identificat un total de 9 polimorfismes al GAS6, 6 d’aquests en seqiiencies

introniques 1 3 en seqiiencies codificants pero que no modifiquen I’aminoacid codificat.

. L’al'lel A del polimorfisme de I’intr6 8 ¢.834+7G>A ¢és un factor protector per la
malaltia cerebrovascular, més concretament a I’ictus isquémic d’origen aterosclerotic 1

el que afecta a la microvasculatura.

. L’ haplotip CACA, corresponent als polimorfismes ¢.280+170C>G, ¢.712+26G>A,
c.713-155T>C, ¢.834+7G>A de GAS6, és comporta com un factor protector que
disminueix en més de dues vegades el risc a patir un accident cerebrovascular d’origen

aterosclerotic o el que afecta a la microvasculatura.

e No s’ha observat associacio entre els polimorfismes de GAS6 i I’infart agut de
miocardi, la nefropatia diabetica 1 les complicacions hemorragiques associades als

tractaments amb anticoagulants orals.

. L’abséncia de desequilibri de Iligament entre els polimorfismes de GAS6 i els
polimorfismes (¢.573+76G>A) de PROZ 1 D13S285 als gens F7 1 F10 exclou aquests

darrers gens com a responsables de I’associacio observada.

o El polimorfisme del gen PROZ ¢.573+76G>A esta associat a I’ictus hemorragic a la

nostra poblacio.

e  No s’observen diferéncies significatives en 1’expressio del mRNA de GAS6 segons
el genotip pel polimorfisme c.834+7G>A, ni tampoc segons la preséncia o no de placa

aterosclerotica a ’artéria coronaria.
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